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Untersuchungen 
iiber die Kohlenstoffernihrung des Waldes. I1*. 
Von 
D. Fehér und G. Sommer. 


(Aus dem Botanischen Institut der kénigl. ungar. Hochschule fiir Berg- 
und Forstingenieure.) 


(Eingegangen am 8. Juni 1928.) 


Mit 7 Abbildungen im Text. 


Wie unsere Untersuchungen in den letzten Jahren gezeigt haben, 
spielt die Kohlensaureproduktion des Waldbodens und der damit zu- 
sammenhaingende Kohlensduregehalt der Waldluft im Leben der 
Waldbestande eine sehr wichtige physiologische Rolle (1). Bei den 
heutigen extensiven Verhaltnissen der Forstwirtschaft sind naimlich der 
im Waldboden stattfindende ZersetzungsprozeB der organischen Sub- 
stanz und der Kohlensiuregehalt der Waldluft die fast einzigen Nahr- 
stoffquellen der Waldbestande. 

Unsere letzten Untersuchungen haben in den letzten Jahren einige 
GesetzmaBigkeiten der Kohlenstoffernéhrung aufgeklért. Um jedoch die 
bereits ermittelten GesetzméBigkeiten auf eine breitere Basis stellen zu 
k6énnen, hat es sich als notwendig erwiesen, diese Untersuchungen, die gréBten- 
teils in der siidlichen H&lfte von Schweden durchgefiihrt wurden, auch in 
den mitteleuropéischen Waldern, namentlich in den Waldern des heutigen 
Ungarns fortzusetzen. Sollten sich naémlich die Resultate der unter so 
verschiedenen standortlichen Verhaltnissen durchgefiihrten Untersuchungen 
gegenseitig bestétigen, so wird man die allgemeine Giiltigkeit der er- 
mittelten GesetzmaéBigkeiten wohl aussprechen kénnen. 

Wenn wir von den tibrigen Nahrstoffen des Bodens absehen, so 
bilden die Hauptnahrstoffquellen des Waldes jene anorganischen Sub- 
stanzen, die sich als Endprodukte des biochemischen Zersetzungs- 


1 Vorgelegt der III. Abt. der kénigl. ungar. Akademie der Wissen- 
schaften in der Aprilsitzung 1928. 
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prozesses im Waldboden bilden. Die andere Nahrstoffquelle bildet 
nun das Luftmeer mit seinem CO,-Gehalt, der ja den Pflanzen den 
wichtigsten Grundstoff fiir die Assimilation liefert. Der CO,-Gehalt 
der Waldluft wird aber durch die Zersetzungsprozesse, welche sich im 
Waldboden abspielen, stark beeinfluBt. 

Das Mikrobenleben, dessen Titigkeit ja hauptsiachlich den bio- 
chemischen ZersetzungsprozeB des Waldbodens herbeifiihrt, produziert 
bei seiner Lebenstitigkeit, namentlich bei seinem Energieumsatz un- 
unterbrochen Kohlensiure. Es leuchtet daher ohne weiteres ein, dab 
diese Bodenatmung bei der Kohlenstoffernihrung des Waldes eine 
besonders wichtige Rolle spielen muB. Unsere bisherigen Untersuchungen, 
wie in den folgenden gezeigt wird, haben den allgemeinen Verlauf dieses 
Prozesses aufgeklart. 

Die Untersuchungen haben die CQO,-Ernahrung des Waldes in 
ihrem allseitigen Zusammenhang erfabt, und es wurden daher simtliche 
biologische Faktoren, die bei der Lésung dieses Problems eine aus- 
schlagende Rolle spielen, der Untersuchung unterworfen. 


Im Laufe dieser Untersuchungen haben wir auch die Untersuchung 
des N-Umsatzes des Waldes begonnen. Uber die Resultate dieser 
Untersuchungen werden wir in einem spiteren Zeitpunkte noch aus- 
fiihrlich berichten. Hier werden wir nur einige orientierende Daten 
mitteilen. 

Untersuchungsmethoden. 


a) Bodenatmung. Die Bodenatmung wurde nach einem Verfahren 
von Fehér (2) durchgefiihrt, der den volumetrischen Apparat von Lundegardh 
zu diesem Behuf verwendet. Das Verfahren wurde in dieser Zeitschrift 
eingehend beschrieben. 

b) Der Kohlenséuregehalt dér Waldluft wurde ebenfalls mit den 
volumetrischen Apparaten von Lundegardh gewéhnlich in drei verschiedenen 
Héhen gemessen (3). 

ce) Die Lufttemperatur, 

d) der Barometerdruck und 

e) die Luftfeuchtigkeit wurden mit geeichten Registrierapparaten 
gemessen. 

f) Die Windstarke messen wir mit einem geeichten Anemometer. 

g) Die Lichtintensitét wurde mit einem Photometer nach Eder-Hecht 
gemessen und in Bunsen-Roscoe-Einheiten berechnet (4). 

h) Der Humusgehalt wurde mit Kaliumbichromat bestimmt (5). 

i) Der Wassergehalt wurde durch Trocknen auf 100 bis 110° bis kon- 
stantem Gewicht gemessen. 


j) Die Wasserkapazitat (6), 
k) die Luftkapazitaét (6) und 
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1) die Porositét (6) wurden nach den von Wiessmann empfohlenen 
Methoden bestimmt und berechnet. 


m) Die Mikroflora des Waldbodens wurde nach folgenden Gesichts- 
punkten ermittelt : 


1. Die Gesamtzahl der Bodenbakterien, wobei die Resultate det 
Gelatine- und Agarplatten, bei den letzteren die aeroben und 
anaeroben Bakterien getrennt, zusammengezahit wurden. 


2. Die physiologischen Gruppen der Bodenbakterien nach einer 
besonderen Methode, die das selektive und elektive Verfahren 
vereinigt (7). 


3. Die Bodenpilze wurden nach emer Methode von Waksmann 
bestimmt (8). 


4. Die Anzahl der Protozoen wurde nach dem Verfahren von 
Cuttler ermittelt, wobei die aktiven Formen von den Cysten 
getrennt wurden (9). 


n) Der Gesamt-N-Gehalt wurde nach dem Verfahren von Gunning- 
Atterhe rq ermittelt (10). 


©) Der Nitrat-N wurde nach dem Verfahren von Withing. Richmond 
und Schoonower ermittelt. Die Differenz der beiden letzteren ergab den 
Gehalt an Nitritnitrogen und Ammoniaknitrogen (11). 


Pp) Die pa-Werte wurden elektrometrisch mit der Methode und 
Apparatur von Mislowitzer ermittelt (12). AuBerdem haben wir noch eine 
eigene einfache Apparatur zusammengestellt, welche ebenfalls mit der 
Chinhydronelektrode arbeitet. Als Nullinstrument diente ein Westonsches 
Galvanometer, und die Kompensation wurde mit einer Wheatstone-Kirchhoff - 
schen Briicke bewirkt. Um das Galvanometer méglichst schonen zu kénnen, 
haben wir fiir die grobe Einstellung ein Milliamperemeter vorgeschaltet, 
das dann fiir die feine Einstellung mit einem einfachen Stromwechsel nach 
Bedarf auf das Galvanometer umgeschaltet werden kann. 
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Kurze Beschreibung der Versuchswilder. 


a) Walder der Forstverwaltung Kiskomaérom des Esztergomer Domkapitels. 


l. Eichenwald., 

Betriebsklasse Als6erd6, Glied V, Waldparzelle 39, Standortsklasse V, 
Holzart Stieleiche (Quercus robur L.), Alter 41 Jahre, frischer, mit Lehm 
vermischter Sandboden, BestandschluB 0,7. Zerstreut findet man noch in 
dem Walde kleinere Gruppen von Fraxinus excelsior L., Robinia pseud- 
acacia L. und Alnus glutinosa (L.) Gaértn. Héhe iiber dem Meeresspiegel 
etwa 50 m. 

Die Resultate der Untersuchungen zeigt Abb. 1, und die wichtigsten 
mikrobiologischen und biogenen Daten Tabelle I. 


Tabelle I. 





Nr Physikalische und chemische Eigenschaften des Bodens w. 
ce Bakteriengruppen erte 


1 Aktive Aziditat in py . — vn 5,2 
2 Wassergehalt in Prozenten der feuchten Erde SS a re 10,34 


3  Humusgehalt in Prozenten : : 0,73 

4  Gehalt an kohlensaurem Kalk in ‘Prozenten : — 

5 Porositaét in Volumprozenten . 46,8 
18,8 


6 Abs. Wasserkapazitat in Volumprozenten 


7 Abs. Luftkapazitat in Volumprozenten ~ 
8 Auf Agarplatte wachsend . 21 000 000 
9 Auf Gelatineplatte gedeihend : 15 090 060 
10 Anaerob in Zuckeragar hoher Se hicht gedeihend 8 800 000 
11 Aerobe stickstoffbindende Bakterien es 100 
12. Anaerobe stickstoffbindende Bakterien 5 000 
13. Nitrifizierende Bakterien 10 000 
14 Denitrifizierende Bakterien 109 000 
5 10 000 


15 Anaerobe Cellulosevergarer 
16 Aerobe Cellulosevergirer 
Kiweibzersetzer , 
18  Aerobe Pektinvergarer 

19 Anaerobe Pektinvergirer 
20  Harnstoffvergarer ; 100 000 
21 | Anaerobe Buttersiurebazillen 000 000 
22 CO,-Produktion pro Stunde und Quadratmeter it in Grammen 1,057 
23  Zahl der Pilze . aa od ae 280 000 


24  Zahl der Protozoen = 


50 000 
200 000 


_ 


j Aktive Form . 
Pie a6 e164 ee oo ee 


2. Kiefernwald. 

Betriebsklasse Alséerd6, Glied I, Waldparzelle 6, Standortsklasse V, 
Flache 1 kat. Joch. Besteht aus 0,7 Pinus silvestris L., 0,1 Alnus glutinosa 
(L.) Gartn. und 0,2 Quercus robur L. BestandschluB 0,8, Alter 17 Jahre, 
Durchforstet im Jahre 1925. Frischer, mit Lehm vermischter Sandboden. 
Hohe ii. d. M. etwa 80m. 

Die Resultate der Untersuchungen zeigt Abb. 2, und die wichtigsten 
mikrobiologischen und biogenen Daten Tabelle IT. 
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Tabelle 11. 





a Physikalische und ——- Eigenschaften des Bodens Werte 
akteriengruppen 

1 Aktive Aziditét in py . alsa pea 54 

2 Wassergehalt in Prozenten der feuchten E inde — ; 4.97 

3  Humusgehalt in Prozenten .. . ee cy 0,81 

4  Gehalt an kohlensaurem Kalk in Prozenten . 

5  Porositét in Volumprozenten. . . Praetg! &) % 47.6 

6 Abs. Wasserkapazitat in Volumprozenten be bas 18,5 

7 Abs. Luftkapazitét in Volumprozenten ; — 

8 Auf Agarplatte wachsend...... — , oe 7 000 000 

9 Auf Gelatineplatte gedeihend . . : a ie 2 000 000 

10 Anae rob in Zuckeragar hoher Schic ht gedeihend —_ ' 2 000 000 

11 Aerobe stickstoffbindende Bakterien ... . ar 10 

12. Anaerobe stickstoffbindende Bakterien ..... . <p 10 000 


13 Nitrifizierende 
14. Denitrifizierende 
15 Anaerobe Cellulosevergarer 


Bakterien . a eg hg ; ' 10 000 
RI So a se ee 100 000 


100 000 


16 Aerobe Cellulosevergirer 10 000 
17 Eiweibzersetzer ‘ 100 000 
18 <Aerobe Pektinvergirer 

19 Anaerobe Pektinvergirer 

20 Harnstoffvergirer 100 000 
21 Anaerobe Buttersaurebazillen 100 000 
22 CQO ,-Produktion pro Stunde und Quadratmeter or in Grammen O.878 
23 Zahl der Pilze . Fe ae oe se 120 000 
24 Zahl der Protozoen Aktive Form ee ey je ct ~ 











“jo. 3 Wm. 2 3 “ ; P a. 


Abb. 2. 


b) Fichtenwald in Agjalva, Forstverwaltung der Hochschule. 
Betriebsklasse J, 


400 m ii. 


d. M., 


frischer, 


Glied I, Waldparzelle 13, Standortsklasse IT, Héhe 
sandiger Lehmboden auf Schotter, Alter 24 Jahre, 
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BestandschluB 1,0. Besteht aus 0,5 Fichte [Picea excelsa (Lam et De) Lk.] 


0,1 Schwarzkiefer 


Exposition W. 


Die Resultate der Untersuchungen zeigt Abb. 3 und die wichtigsten 


mikrobiologischen und biogenen Daten Tabelle ITT. 
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Abb. 3. 


Tabelle III. 


(Pinus nigra Arn), 0,1 Larche (Larix decidua 
0,3 WeiBbuche (Carpinus betulus L.) und Pappel (Populus tremula L..). 





Physikalische und chemische Eigenschaften des Bodens 
Bakteriengruppen 


Nr 
Aktive Aziditat in py 

2  Wassergehalt in Prozenten der feuc hten Erde 

3 Humusgehalt-in Prozenten 

4 Gehalt an kohlensaurem Kalk in Proze anten 
5 Porositét in Volumprozenten 
6 Abs. Wasserkapazitat in Volumprozenten 
7 Abs. Luftkapazitat in Volumprozenten 

8 Auf Agarplatte wachsend 

9 Auf Gelatineplatte gedeihend 

19 <Anaerob in Zuckeragar hoher Schicht gedeihend 
11 Aerobe stickstoffbindende Bakterien 

12 Anaerobe stickstoffbindende Bakterien 

13 Nitrifizierende Bakterien 

14 Denitritizierende Bakterien 

15 Anaerobe Cellulosevergirer 

16 Aerobe Cellulosevergarer 

17 Eiweibzersetzer 

18 <Aerobe Pektinvergirer 

19 Anaerobe Pektinvergirer 
20) Harnstoffvergirer . 
21  Anaerobe Buttersiurebazillen : 
22 C0O,-Produktion pro Stunde und Quadratme ster in Grammen 
23 Zahl der Pilze . 


24 Zahl der Protozoen 


r Aktive Form 


| Cysten 


Werte 


t 
orto 


li 
40 
iD 
49,8 
52.0) 
21,0 

1 800 000 

1 400 000 


2 000 000 


100 
100 
100 000 
1 000 
10 000 
20 000 
100 000 
100 

1 000 
10 000 
50 000 
0,562 
180 000 
1 000 

1 000 





Mill.), 
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c) Unterbauter Niederwald in Agfalva, 
Forstverwaltung der Hochschule. 


: ——— 

Betriebsklasse H, Glied Il, Waldpar- 
zelle 22, Standortsklasse II, Flache 1 kat. 
Joch, Alter 7 Jahre, Héhe 360m ii. d. M., 


frischer, sandiger Lehmboden. Untergrund 


Waldes. Il. 





an dem ndérdlichen Teile Schotter und an oot 
dem siidlichen Teile Schiefer und Gneis. a oii ON 
Besteht aus 0,5 Fichte [Picea excelsa | 
(Lam et De) Lk.], 0,3 (Abies alba Mill) 3| iia 2 
und Larix decidua. Mill. Den Nieder- aI 
wald bilden 0,2 Sprossen von Carpinus | _—_—_——————. 
betulus  L. Zerstreut einige Castanea 7 Cay 
sativa Mill. und Fagus silvatica L. xt —— 
Exposition NW. Hoéhe ii. d. M. etwa “ 
380 m. aH a meal 
Die Resultate der Untersuchungen “Es — . -_" 
zeigt Abb. 4, und die wichtigsten mikro- — ; 
biologischen und biogenen Daten Tabelle IV. Abb. 4. 
Tabelle IV. 

Nr. Physikalische und chemische Eigenschaften des Bodens Werte 

: Bakteriengruppen 

1 <Aktive Aziditaét in py -_ See 4,9 

2 Wassergehalt in Prosenten der feuchten Erde . 8.47 

38 Humusgehalt in Prozenten SNe a 2.2 

4 Gehalt an kohlensaurem Kalk in Prozenten 0 

5  Porositat in Volumprozenten . 47.0 

6 Abs. Wasserkapazitat in Volumprozenten 46.6 

7 Abs. Luftkapazitét in Volumprozenten 13,7 

8 Auf Agarplatte wachsend 8 100 000 


9 Auf Gelatineplatte gedeihend 
10 <Anaerob in Zuckeragar 
11 Aerobe stich stoffbindende Bakterien 
12 Anaerobe stickstoffbindende Bakterien 
13. Nitrifizierende Bakterien 

14 Denitrifizierende Bakterien 

15 Anaerobe Cellulosevergirer 

16 <Aerobe Cellulosevergarer 

17 Eiweibzersetzer 

18 <Aerobe Pektinvergarer 

19 Anaerobe Pektinvergirer 

20 Harnstoffvergirer 

21 Anaerobe Buttersaurebasi llen 


23 Zahl der Pilze . 


24 Zahl der 


{ Aktive Form . 


Protozoen 
| ( N Meee 6 wm ee 6 


d) Fichtenwald bei Sopron am Varis, Forstverwaltung der 


Hohe 


Alter 49 Jahre, Lehmboden auf Gneis, 


hoher Se shie sht gedei hend 


22 C0O,-Produktion pro Stunde und Quadratme ter in Gr ammen 


250 bis 
und 


260 m 


Besteht aus 0,7 


{Larix decidua Mill.). 


Fichte 


[Picea excelsa (Lam et De) Lk.) 
Exposition NO. 


500 000 
2090 OOO 
10 
1 000 
10 000 
50.000 
100 000 
100 000 
1 000 000 
1 000 
10.000 
100 O00 
10 O00 
0,555 
200 000 
1 OOO 
1 000 


Stadt Sop on. 


ii. d. M. 


0.3 Larche 
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Tabelle V. 
Nr Physikalische und Peewee Eigenschaften des Bodens. Werte 
akteriengruppen 
1 Aktive Aziditat in py ; 6,8 
2. Wassergehalt in Prozenten der ‘eadten Erde , 13,8 
3 Humusgehalt in Prozenten ee 4% 11,3 
4 Gehalt an kohlensaurem Kalk in ne 0,7 
5 Porositat in Volumprozenten . . a 42.2 
6 Abs. Wasserkapazitiét in Volumprozenten 36,1 
7 Abs. Luftkapazitaét in Volumprozenten 6,1 
8 Auf Agarplatte wachsend....... 2 500 000 
9 Auf Gelatineplatte gedeihend ..... , 2 000 000 
10 Anaerob in Zuckeragar hoher Schicht guisteed . 900 000 
11 Aerobe stickstoffbindende Bakterien 10 
12 Anaerobe stickstoffbindende Bakterien . ....... 10 000 
13. Nitritizierende Bakterien 100 
14 Denitrifizierende Bakterien 0 
15 Anaerobe Cellulosevergirer 10 000 
16 Aerobe Cellulosevergirer 5 000 
17. Eiweibzersetzer 1 000 
18 Aerobe Pektinvergirer 0 
19 Anaerobe Pektinvergirer ...... 100 000 
20 Harnstoffvergarer 100 000 
21 Anaerobe Debhnatenchesiien — pales 200 000 
22 CQO,-Produktion pro Stunde und Quadvatneter é in @remmen 0,583 
23 Zahl der Pilze . ee 150 000 
24 Zahl der Protozoen Aktive Form . 19 
Cysten 1000 
f Die Resultate der Untersuchungen 
soot zeigt Abbildung 5, und die wichtigsten 
ns ,  biologischen und biogenen Daten Ta- 
ye & belle V. 
Zoot ’ nm 
450} 


al e) Fichtenwald im botanischen Garten 


Wetter der Hochschule. 


Auf Lehmboden, Alter 50 Jahre. 


Auf dieser Versuchsflache 
ein standiges Feldlaboratorium eingerichtet, 
mit dessen Hilfe durch das ganze Jahr die 
biophysi- 











und 


se nn wichtigsten biochemischen 
kalischen Faktoren gemessen werden. 


haben wi! 


zeigt 


oe Die Resultate der Untersuchungen bis 
1. Januar 1928 in Wochenmitteln 





aims. ~~ 7s  Abbildung 6, die anderen Faktoren 
Abb. 5 Tabelle VI. 








zeigt 
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5 é c @ Woche 
- 28 29-5 r 9 2 ” 
A aT 
Abb. 6 
Tahelle VI. 
: Physikalisc nd chemis cig hafte s Bo s. . 
Nr ysikalische wu eee aften des Boden Werte 
1 Aktive Aziditat in py . 5.5 
2 Wassergehalt in Prozenten der feuc shten Erde 14,7 
38 Humusgehalt in Ierozenten : 2.15 
4  Gehalt an kohlensaurem Kalk in Prozenter mn. 
5 Porositét in Volumprozenten . 49.2 
6 Abs. W asserkapazitat in Volumprozenten 52,2 
7 Abs. Luftkapazitaét in Volumprozenten 
8 Auf Agarplatte wachsend 2 500 000 
9 Auf Gelatineplatte gedeibend 1 500 000 
10 Anaerob in Zuckeragar hoher Schicht gedeihend 750 000 
11 Aerobe stickstoffbindende Bakterien 100 
12 Anaerobe stickstoffbindende Bakterien 10 000 
13 Nitrifizierende Bakterien 1000 
14 Denitrifizierende Bakterien 100 000 
15 Anaerobe Cellulosevergarer 1 000 
16 Aerobe Cellulosevergarer 10 000 
17 Ejiweibzersetzer 
18  Aerobe Pektinvergarer 100 
19 Anaerobe Pektinvergirer 1 000 
20 Harnstoffvergarer 100 000 
21 Anaerobe Buttersiurebazillen 100 000 
22 CO -Produktion pro Stunde und Quadratme: ter in Grammen 0,597 
23 Zabl der Pilze . ; : 200 009 
24 Zahl der Protozoen Aktive ‘Form é a 


Cysten 
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Die Besprechung der Resultate. 


Wenn wir auf Grund der beigefiigten Abbildungen und Tabellen 
die Ergebnisse der Untersuchungen niaher betrachten, so ergeben 
sich die folgenden biologischen Zusammenhiange 

1. Der CO,-Gehalt der Waldluft wird von der CO,-Produktion 
des Waldbodens unmittelbar beeinfluBt. und zwar derart, daB der 
hohere CO,-Gehalt der Waldluft einzig und allein auf die CO,-Produktion 
des Waldbodens zuriickgefiihrt werden kann. 

Die Untersuchungsergebnisse haben ganz klar gezeigt, daB im 
Winter, wenn die CO,-Produktion des Waldbodens aufhért, der CO,- 
Gehalt der Waldluft stufenweise auf das CO,-Niveau der freien Luft 
sinkt. 

2. Da nun die Lichtintensitat im Walde recht gering ist, so leuchtet 
es ohne weiteres ein, dab, wenn man die bekannten Gleichungen von 
Mitscherlich-S pirgatis (13): 


» 


log W = 2% — 0,3447 
log (100 — vy) = log 100 — W.x 


als orientierende Grundlage annimmt. der durch die Bodenatmung 
erhohte CO,-Gehalt der Waldluft fiir die Assimilation und fiir das 
Wachstum der Waldbaume eine erhéhte Bedeutung bekommen 

Namentlich bei der natiirlichen Verjiingung bekommt dieser Um- 
stand eine ganz besonders erhéhte Bedeutung, da hier der anwachsende 
junge Bestand bei geringeren Lichtintensitaéten lingere Zeit in den 
unteren kohlensaurereichen Luftschichten lebt und daher die héheren 
CO,-Mengen besonders gut verwerten kann. 

3. Die Bodenatmung wird durch den Bakteriengehalt des Bodens 
bedingt. Wie Abb.7 zeigt, zieht die héhere Bakterienzahl, wenn 
zwischen den Bakterien die aeroben vorherrschen, auch eine Erhéhung 
der CO,-Produktion des Waldbodens mit sich. In dieser Beziehung 
zeigen nun die Resultate der schwedischen Untersuchungen von Fehér 
eine vollkommene Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der letzten 
Untersuchungen. Wenn aber infolge des schlechten Bodenzustandes 
die entsprechende Durchliftung des Bodens ausbleibt und infolgedessen 
die Anzahl der anaeroben Bakterien sich erhéht, so wird der normale 
ZersetzungsprozeB durch den Faulnisproze unterdriickt, und dadurch 
wird auch die CO,-Produktion des Waldbodens verringert. Es ist 
eine auffallende Tatsache, dai die Laubwalder im allgemeinen unter 
gleichen sonstigen Bedingungen einen héheren aeroben Bakteriengehalt 
und dementsprechend auch eine héhere CO,-Produktion aufweisen. 
Ein sehr lehrreiches Beispiel gibt in dieser Beziehung der Vergleich des 
Kiefernwaldes mit dem Buchenwalde auf Hallands-Vaderé einerseits 
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und der Vergleich des Kiefernwaldes mit dem Eichenwalde in Kisko 
marom andererseits. Nur bei versumpften Waldbéden (z. B. der 
Erlenwald auf Hallands-Vaderé), wo die anaeroben Bakterien vor- 
herrschen, wird die CO,-Produktion 


auch in den Laubwaldern auf einem | 


recht niedrigen Niveau bleiben [is sé 
Der Bakteriengehalt des Wald- | . [= *> 
ly TRL 


bodens hangt sehr eng mit der 
Temperatur der Luft und des Bodens |__| 
zusammen. Die Wirkung der Tem- 
peratur tritt besonders in jener 
Periode scharf zutage, wo die Werte S 
derselben allmahlich sich dem Null- | 

! 


I~2000000 


grad nahern. Das Minimum der -$ "2 Se 8 
2S aR n 3 
Bodenatmung fallt mit dem Mini- FgP gre . 
. “i S « ~ = _ 
mum der Bakterienzahl in den Ss § SSTSS S$ S g 
7” . . : } > ~ 3. Bee © 
Wintermonaten in jener Periode & i ie " Se ass S 
. x 7 EAQel «= Sa 
zusammen, wo die Bodentempe- SF 8 s) se 8 
ratur unter 0° sinkt und ihr Mini- wn SE woe 
: — 
mum erreicht. Die unteren Boden- 818 
}-——_—4 
| R + 


schichten, welche héhere Tempe- 





raturen zeigen, produzieren natiirlich 
noch immer geringe Mengen von 
CO,. Wenn aber das Wasser der 
Bodenkapillaren in den  oberen 
kalteren Sodenschichten — erfriert, Abb. 7. 

so wird die Diffusion der CO, ‘ 
beinahe ganzlich unmdglixh, und infolgedessen wird auch die CO,- 

Produktion praktisch ihren Stillstand erreichen. So haben wir z. B 

im Januar 1928 folgende minimale Werte der CQO,-Produktion des 
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Wir kénnen daher im allgemeinen den Grundsatz aussprechen 
daB das Minimum der CO,-Produktion des Waldbodens bei Boden- 
temperaturen unter 0°C erreicht wird. Siehe auch Abb. 6 

Die Anzahl der Bakterien nimmt mit der Temperatur gewohnlich 
sehr rasch ab. So war z. B. Anfang November 1927 der Bakterien- 
gehalt 1990000. Diese Zahl ist Ende Dezember auf 160000) ge 
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sunken. Die Anderung zeigt iibrigens klar Abb. 6 und die Ubersichts- 
tabelle VII. 

Die Anzahl der Pilze steigt gewohnlich parallel mit dem Bakterien- 
gehalt. Beziiglich der Anzahl und Rolle der Bodenprotozoen sind in 
unserem Institut eigene ausgedehnte Untersuchungen im Gange. 
Die Resultate derselben werden erst im Herbst dieses Jahres ver- 
éffentlicht werden kénnen. Die in der Ubersichtstabelle mitgeteilten 
Daten sollen daher nur dem Zwecke der vorlaufigen Orientierung 
dienen. So viel kann man aber schon jetzt bemerken, dab im ganzen 
und groBen die Anzahl der Protozoen mit der Anzahl der Bakterien 
im umgekehrten Verhiltnis stehen wird. 

4. Wie bereits angedeutet wurde, so spielen zwischen den Klima- 
faktoren die Temperatur und die atmospharischen Niederschlige die 
wichtigste Rolle. Ubereinstimmend mit den friiheren Untersuchungen 
konnte nun ganz einwandfrei gezeigt werden, dab die atmospharischen 
Niederschlage hauptsachlich im Sommer im allgemeinen die Erhéhung 
der CO,-Produktion mit sich ziehen. 

Recht interessant ist der Einflub der Lufttemperatur. Abgesehen 
davon, dab die Lufttemperatur die Bodentemperatur unmittelbar 
beeinfluBt, so konnte noch im Laufe der Untersuchungen beobachtet 
werden, dab die Temperaturzunahme die Erhéhung der CO,-Produktion 
des Bodens verursacht. Es wird naimlich durch die Erhéhung der Luft- 
temperatur die Luftstrémung von unten nach aufwarts im Walde 
beschleunigt. Diese beschleunigte Luftstrémung wirkt aber ihrerseits 
auch beschleunigend auf die aufwarts diffundierende Luftkohlensaure. 
Dadurch wird natiirlich das Diffusionsgefille zwischen Luftkohlensaure 
und Bodenkchlensaure vergréBert, welch letzterer Umstand nun die 
Erhéhung der CO,-Abgabe des Bodens herbeifiihrt. Die Bodentempe- 
ratur bleibt in der Hauptvegetationsperiode, wie schon angedeutet 
wurde, nur verhaltnismabig geringen Schwankungen unterworfen. 
Ihre Wirkung macht sich erst dann bemerkbar, wenn ihre Werte sich 
dem Nullpunkt nahern. Ihre Wirkung auBert sich in der Verminderung 
der Anzahl der Bakterien und in der schnellen Abnahme der CO,- 
Produktion des Bodens. 

Die Starke des Windes wird in den Waldbestiinden ebenfalls 
merklich abgeschwacht, so dab eine unmittelbare Wirkung nicht nach- 
gewiesen werden konnte'. 


1 Bei der Beurteilung der Windwirkung mu8 man noch _beriick. 
sichtigen, daB bei Betriebsmethoden, die nicht auf die Grundlage der 
natiirlichen Verjiingung aufgebaut sind, bei denen daher der Waldboden 
bei den Kahlschlagen freigelegt wird, der Wind oft, namentlich in den 
Sommermonaten, ein starkes Austrocknen des Bodens herbeifiihren kann. 
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Ganz eigenartig ist der EinfluB der Lichtintensitat, da im Sommer 
mit der Erhéhung der Lichtintensitaét gewohnlich klares Wetter und 
damit gréBere Strahlungswirme der Sonne verbunden ist, so wird 
damit auch gleichzeitig die Temperatur erhéht, wodurch natiirlicher- 
weise auch die CQO,-Produktion des Bodens gesteigert wird. Diese 
Regel gilt aber nur fiir altere und geschlossene Bestinde. 

Bei Kahlschlagen und auf den groben offenen Kulturflachen, die neu 
aufgeforstet wurden, hat die Erhéhung der Lichtintensitaét so lange, bis 
der aufgewachsene neue Bestand den Boden nicht geniigend beschirmen 
kann, eine entgegengesetzte Wirkung. Da in diesen Bestaénden das direkte 
Sonnenlicht von den Baumkronen nicht entsprechend filtriert werden 
kann, so kommen natiirlich bei direktem Sonnenlicht auch die biologisch 
auberordentlich sehédigenden ultravioletten Teile des Spektrums zur 
vollen Geltung. Dieser Umstand fiihrt dann zu einer Verminderung der 
Bakterientaétigkeit und der CO,-Produktion des Waldbodens, da die Wirkung 
der Temperaturerhéhung durch die schédliche Wirkung des direkten Sonnen- 


lichts paralysiert wird. Unsere Messungen in dem Niederwald von Agfalva 
zeigen ganz klar diese GesetzmaéBigkeit. 


Die Verminderung der Bakterientatigkeit wird auBberdem noch 
bei der Erhéhung der Lichtintensitaét auch dadurch verursacht, dab 
bei klarem Himmel zwischen Sonnenuntergang und Sonnenaufgang 
infolge direkter Wirmestrahlung auf den groBen Kahlflichen auch die 
Bodentemperatur herabgemindert wird. Von diesem Standpunkte aus 
mu man in dem Waldbau entschieden den Methoden der natiirlichen 
Verjiingung den Vorzug geben. 

Bei der richtigen Durchfiihrung dieser Methoden kann man namlich 
immer fiir die entsprechende Beschirmung des Waldbodens die not- 
wendige Sorge tragen und wird auberdem auch die Zerstérung des 
Mikrobenlebens des Waldbodens vermindert. 


Die Luftfeuchtigkeit ist gewéhnlich ohne besondere Wirkung. 
Das gleiche gilt auch fiir die Anderungen des Barometerdruckes. Der 
letztere wirkt nur mittelbar, weil mit den barometrischen Minima 
gewohnlich auch die Regenperioden zusammenfallen, welche dann die 
Intensitat der Bodenatmung erhéhen. Mit den Regenperioden steigt 
gewOhnlich auch die Luftfeuchtigkeit, und auf die Art und Weise kann 
dieselbe ebenfalls mittelbar mitwirken. 


DaB8 dieser Umstand schlieBlich auf die Verminderung des Bakteriengehalts 
fiihrt, geht aus den Resultaten dieser Untersuchungen deutlich hervor. 
Die natiirliche Verjiingung bietet daher auch fiir die Verhiitung dieses 
schéidigenden Einflusses die richtige MaBnahme. Andererseits wirkt der 
Wind auf den Kahlschlaégen auch dadurch schédlich, daB seine Starke zur 
vollen Geltung kommt und die durch die Bodenatmung erzeugten CO,- 
Mengen, bevor die Pflanzen sie ausnutzen kénnten, fortbewegt. 
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5. Bei den untersuchten ungarischen Waldtypen, deren Standorts- 
verhaltnisse ausgeprigten kontinentalen Charakter haben, konnten 
wir eine derartig deutliche Wirkung der Bodenaziditat. wie dies bei 
den schwedischen Waldtypen der Fall war, nicht nachweisen. Mit 
Ausnahme des Niederwaldes in Agfalva, haben wir unsere Unter- 
suchungen durchweg in solchen Waldern durchgefiihrt, deren Boden 
nur mabig sauren Charakter gezeigt hat. Unsere diesbeziiglichen Unter- 
suchungen haben jedoch schon friiher gezeigt, dab die Wirkung der 
Bodenaziditat besonders stark erst dann zur Geltung kommen wird, 
wenn die Werte von pq sich py = 5 nahern. Bei unseren Béden hat 
nur der stellenweise schwach versumpfte Niederwald in Agfalva mit 
pu = 4.9 sauren Charakter gezeigt. Dementsprechend weist dieser 
Waldtyp verhaltnismaSig hohen Anteil an anaeroben Bakterien auf, 
welcher Umstand ja griéiBtenteils dem schwachen Versumpfen des 
Bodens zuzuschreiben ist. 


Es ist recht lehrreich, wenn man nun die ungarischen Waldtypen 
mit den schwedischen Waldtypen in diesem Belange vergleicht. Man 
findet den gleichen Unterschied, der sich zwischen dem sauren Erlen- 
wald und zwischen dem nur mabig sauren Buchenwald gezeigt hat 


g 

Es ist eine auffallende Tatsache, daB in unseren Waldtypen der 
3akteriengehalt des Bodens auch von der Holzart des Bestandes ab- 
haingig ist. So zeigt z. B. der Eichenwald viel gréBeren Bakterien- 
gehalt als die untersuchten Nadelwalder. Da die py-Unterschiede 
ziemlich unbedeutend sind, so mu man annehmen, daf} dieser Unter- 
schied von derzeit noch unbekannten biologischen Zusammenhangen 
herbeigefiihrt wird’. Vom _ wirtschaftlichen Standpunkte aus ist 
dieser Umstand ziemlich bedeutend, da dadurch der Beimischung 
von Laubhélzern in die Nadelholzwalder eine gréiBere Bedeutung 
bekommt. 


6. Der CO,-Gehalt der Waldluft hangt, wie die Ergebnisse dieser 
Untersuchungen zeigen, unmittelbar mit der Bodenatmung zusammen. 
Er ist infolge der CO,-Produktion des Waldbodens gewohnlich immer 
gréBer als der CO,-Gehalt der freien Luft. Der CO,-Gehalt der Wald- 
luft nimmt nach oben langsam ab. Diese Abnahme ist einerseits durch 
die langsame Diffusion der CO, in der Luft und andererseits durch den 
CQO,-Verbrauch durch die Baumkronen wihrend der Assimilation 


1 Der Humusgehalt wird dabei wahrscheinlich eine wichtige Rolle 
spielen. Die Laubhélzer geben durch den reichlichen Laubfall bessere 
Nahrung fiir das Edaphon als die Nadelhélzer. Die exakte Lésung dieser 
Frage kénnen erst besondere Untersuchungen herbeifiihren. Auf Grund 
der bisherigen Resultate fiihlen wir uns noch nicht berechtigt, ein ab- 
schlieBendes Urteil auszusprechen. 
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bedingt. Der letztere Umstand macht sich besonders in den Sommer- 
monaten bemerkbar. In dieser Periode wird namlich infolge der hohen 
Temperaturen und der starken Lichtintensitaten verhaltnismabig viel 
CO, durch die Assimilation verbraucht. Infolgedessen wird nun trotz 
der intensiven Bodenatmung der CO,-Gehalt der Waldluft relativ 
geringer. In den Herbstmonaten dagegen wird infolge der niederen 
Temperaturen und der kiirzeren Tage der CO,-Verbrauch geringer 
und infolgedessen wird sich der CO,-Gehalt der Waldluft voriibergehend 
erhéhen. Natiirlich spater, als die CO,-Produktion des Waldbodens 
durch die niederen Bodentemperaturen stark herabgesetzt wird, wird 
allmahlich auch der CO,-Gehalt der Waldluft verringert, bis schlieBlich 
bei den minimalen Werten der Bodenatmung der CO,-Gehalt dem 
der freien Luft gleich wird. Diesen Umstand zeigt sehr schén und 
deutlich der Vergleich zwischen dem Luft-CO,-Gehalt des Eichen- 
waldes in Kiskomérom mit dem der Fichtenwalder der Umgebung 
von Sopron. 

Wenn man nun die Ergebnisse der Untersuchungen vom wald- 
baulichen Standpunkte aus beobachtet, so wird man ohne weiteres 
feststellen kénnen, daB der hohere CO,-Gehalt der unteren Luftschichten 
bei der natiirlichen Verjiingung von den jungen Pflanzen, die ja langere 
Zeit in diesem Niveau wachsen, ganz besonders ausgeniitzt werden 
kann. Es ist daher unbedingt geboten, dab man bei der natiirlichen 
Verjiingung fiir den guten Bodenzustand sorgt und, wo es mdéglich ist, 
auch die Nadelwalder mit Laubhdélzern unterbaut. Wie aber auch diese 
Untersuchungen klar zeigen, so wird bei Wdldern, deren Boden sich in 
gutem Zustande befindet, bereits das Optimum fiir die CO,- Produktion 
des Waldbodens erreicht. Eine weitere Steigerung kénnte nur durch kost- 
spielige wirtschaftliche Mafnahmen erreicht werden, die wahrscheinlich 
bei den heutigen wirtschaftlichen Verhdltnissen auBerhalb der Grenzen der 
Rentabilitat der Forstwirtschaft fallen wiirden. 


Die erste Bedingung ist daher die Erhaltung des guten Bodenzustandes 
und namentlich die Sorge fiir die gute Durchliiftung des Bodens. 


Um die Wirkung der erhéhten CO,-Mengen der Waldluft auf das 
Wachstum der Waldbaéume untersuchen zu kénnen, haben wir gleichzeitig 
auch Versuche in dieser Richtung angestellt. Die Ergebnisse werden jedoch 
erst in einem spéteren Zeitpunkt spruchreif sein. Desgleichen haben wir 
seit Anfang dieses Jahres auch Untersuchungen fiir die Erforschung des 
N-Problems des Waldes eingesetzt. Obwohl wir iiber die Resultate derselben 
in einer sp&éteren besonderen Mitteilung berichten werden, so méchten 
wir schon jetzt orientierend bemerken, da8 die bisherigen Untersuchungen, 
wie das auch zu erwarten war, bereits klar erwiesen haben, da8 im aill- 
gemeinen mit der gréBeren Bakterienzahl und namentlich mit der gréBeren 
Anzahl der nitrifizierenden und N-bindenden Bakterien auch eine Er- 
héhung des Nitrogengehalts des Waldbodens parallel geht. 
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Zusammenfassung. 


1. Die CO,-Produktion des Waldbodens beeinflubt unmittelbar 
den CO,-Gehalt der Waldluft Zwischen den beiden biologischen 
Faktoren besteht ein unmittelbarer und kausaler Zusammenhang 


2. Der Kohlensiuregehalt der Waldluft wird nach oben gerechnet, 
infolge des Verbrauchs durch die Assimilation und infolge der standigen 
Diffusion successiv geringer 

3. Die Bodenatmung bzw. die CO,-Produktion des Waldbodens 
ist das Produkt des Mikrobenlebens im Waldboden und wird im wesent 
lichen von der Tatigkeit der Bodenbakterien, Protozoen und _ Pilze 
beeinflubt 

4. Wenn zwischen den Bakterien die aeroben vorherrschen, so 
wird gewohnlich mit der Erhéhung der Bakterienzahl auch die CO,- 
Produktion des Waldbodens entsprechend gréLer 

5. Infolge dieses Umstandes mu daher der Erhaltung des guten 
Bodenzustandes namentlich der entsprechenden Durchliiftung des 
Waldbodens ein besonderes Augenmerk gewidmet werden 

6. Die Bodentemperatur ist in der Sommerperiode nur geringeren 
Schwankungen unterworfen: sie beeinfluBt daher nur unmerklich die 
Bodenatmung. Jedoch im Herbst und Winter. wo auch die Boden- 
temperatur bedeutende Anderungen erleidet, kommt ihre beeinflussende 
Wirkung immer mehr zum Vorschein. Es konnte nun vollkommen 
einwandfrei erwiesen werden, dab, wenn die Werte der Bodentemperatur 
0’ C erreichen oder unter dieses Niveau sinken, die Bodenatmung 
und das Mikrobenleben des Waldbodens ihren fast vollkommenen 
Stillstand erreichen 

7. Die Verminderung der CQO,-Produktion wird hauptsachlich 
durch die schnelle Abnahme der Bakterienzahl verursacht, welch 
letztere ihr Minimum gewohnlich in den Monaten Dezember und Januar 
erreicht. 

8. Die Lufttemperatur beeinfluBt unmittelbar die Bodenatmung 
Sie kann aber auch die Bodenatmung dadurch mittelbar beeinflussen, 
daB die Diffusion der CO, beschleunigt und das Diffusionsgefalle ver- 
groBert, wodurch die Stromung der CO, und die Produktion der CO, 
beschleunigt und erhdht wird. Von den iibrigen biologischen Faktoren 
konnte ganz besonders die steigernde Wirkung der Niederschlige 
gezeigt werden. 

9. Der in den Bestanden stark abgeschwachte Wind bleibt ge- 
wohnlich ohne merklichen Einflub. 

10. Die Assimilation in dem Niveau der Baumkronen beeinflubt 
unmittelbar den CO,-Gehalt der Waldluft. Bei erhohten Temperaturen 
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und gréBeren Lichtmengen im Sommer wird der CO,-Verbrauch gréber 
Dadurch sinkt der CO,-Spiegel der Waldluft. Man findet daher im 
Sommer auch bei intensiver Bodenatmung verhaltnismabig geringeren 
CO,-Gehalt der Waldluft als im Herbst. 

11. Im Winter, wo die Bodenatmung ihren Stillstand erreicht. 
sinkt der CO,-Gehalt auf das Niveau des freien Luftmeeres 

12. Ubereinstimmend mit den friiheren Resultaten, kénnen wir 
nun feststellen, dab die Steigerung des CO,-Gehaltes der Waldluft 
und damit die Erreichung besserer Wachstumsverhaltnisse der Wald- 
bestande bei Waldern. wo der Boden sich ohnehin in relativ gutem 
Zustande befindet, nur mit kostspieligen MaBnahmen erreicht werden 
kénnte, welche auBerhalb der Rentabilitatsgrenze der heutigen Forst- 
wirtschaft fallen wiirden 

13. Dagegen wird die Besserung des Bodenzustandes bei Waldern. 
deren Boden sich im schlechten Zustande befindet. eine  wichtige 
physiologische und forstwirtschaftliche Rolle spielen. 

14. Namentlich bei der natiirlichen Verjiingung wird die aus- 
giebige CO,-Produktion des Waldbodens eine ganz besonders wichtige 
Rolle spielen, da hier die jungen Pflanzen unter dem Schutze des 
Hauptbestandes langere Zeit in den CQ,-reichen unteren Luftschichten 
liegen, wo bei den herrschenden niederen Lichtintensititen der erhdhte 
CO,-Gehalt das Wachstum wesentlich beeinflussen wird. 

15. Wir fithlen uns daher berechtigt, dieser unserer Meinung 
Ausdruck zu geben, daB die natiirliche Verjiingung auch fiir die CO,- 
Ernihrung des Waldes als eine recht gute und zweckmabige Wirt- 
schaftsform bezeichnet werden kann. 

16. Der N-Gehalt des Waldbodens hiangt hauptsachlich von der 
Anzahl der N-bindenden und nitrifizierenden Bakterien ab. Die Er- 
héhung der Zahl derselben vervrsacht auch einen héheren Nitrat- 
N-Gehait. Die Untersuchungen in dieser Frage sind noch im Gange 

17. Die py-Werte beeinflussen die Entwicklung der Bakterienflora 
nur dann, wenn ihre Werte unter py 5 sinken. In diesem Falle 
verringert recht wesentlich die Bodenaziditat die Anzahl der Bakterien 
und deren Titigkeit. 

18. Wie diese und unsere letzten Untersuchungen zeigen, erfordert 
zuniachst die Erforschung des Waldlebens das vollstandige AufschlieBen 
der biochemischen Verhaltnisse des Waldbodens. 

Wir werden daher unsere Untersuchungen in dieser Richtung so 
lange fortsetzen miissen, bis die erreichten Resultate dann die Angriff- 
nahme der sicheren Erforschung der physiologischen Gesetzmabigkeiten 


des Lebens der Waldbaume erméglichen werden. 
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Uber den mikrochemischen Nachweis einiger Barbitursiure- 
derivate im Harn. 


Von 


0. Ehrismann und G,. Joachimoglu. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 9, Juni 1928.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


Zur Identifizierung des Veronals und verwandter Kérper wird in 
der Praxis das mit organischen Lésungsmitteln aus saurer Lésung 
extrahierte Veronal gereinigt und der Schmelzpunkt bestimmt. Enthalt 
der Harn in 100 cem Veronalmengen in der GréBenordnung von etwa 
1 bis 5 mg. so ist der Nachweis kaum méglich. 


Bei dem von uns angewandten Verfahren! wird das durch Aus- 
schiittelung isolierte Veronal der Mikrosublimation unterworfen. Wir 
haben friiher den von Kempf? angegebenen Mikrosublimationsapparat 
benutzt. Diesen konnten wir durch eine einfachere Apparatur ersetzen, 
deren Einzelheiten aus der Skizze (vgl. Abb. 1) hervorgehen. Der 
Sublimationstisch G besteht aus zwei Messingplatten, zwischen denen 


1 Vgl. Kemp/, in Houbens Handb. d. Method. d. organ. Chem. 1, 
699ff., 1925. 

2 Dieses Verfahren ist von EF. und J. Keeser, Arch. f. exper. Pathol. 
u. Pharm. 127, 230, 1928, mit Erfolg angewandt worden, um Barbitur- 
séurederivate und andere Gifte im Zentralnervensystem nachzuweisen. 
Diese Versuche werden fortgesetzt. Hier soll nur das Verfahren fiir den 
Nachweis im Harn geschildert werden, da es ja fiir die Praxis wichtig ist. 
Nach AbschluB unserer Versuche fanden wir die Arbeit von O. Tunmann, 
Apotheker-Ztg. 32. 289, 1917, der das Veronal nach Reinigung durch Mikro- 
sublimation .oberhalb des Schmelzpunktes mit chemischen Reaktionen 
identifiziert. Bei Sublimation mit niederen Temperaturen (vgl. oben!) 
gestattet jedoch auch schon die Kristallform eine Feststellung der drei 





Barbitursaéurederivate. 
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sich der Heizwiderstand befindet. Auf der unteren Seite des Subli- 
mationstisches ist eine Bimetallspirale (Eisen—Zink) angebracht. 
Beim Heizen der Messingplatte durch den elektrischen Strom nahert 
sich diese Spirale dem Platinkontakt H; in diesem Augenblick wird 
der Strom ausgeschaltet. Sinkt die Temperatur der Messingplatte 
nun wieder, so zieht der Anker C das Quecksilbergefab F an (Stellung P), 
wodurch der Strom wieder eingeschaltet wird. Wie bei dem Aemp/schen 
Apparat bringt man auf den Sublimationstisch eine Asbestplatte 
(Dicke 0,1 mm), die zwei Aussparungen von der Grobe eines gewohnlichen 
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Objekttragers (2.5 x 7.5em) hat. Diese Anordnung bietet den Vorteil, 
daB man gleichzeitig die reine Substanz, auf die der Harn untersucht 
werden soll, sublimieren kann. Es ist ja bekannt, dab das Aussehen 
der Kristalle wesentlich abhangt von der Dauer und der Temperatur 
der Sublimation. Aus diesem Grunde bringen genaue kristallographische 
Messungen fiir diese praktischen Zwecke keinen Vorteil Der Subli- 
mationstisch ist mit einen Thermometer versehen'. Die Temperatur- 


2.5". Dies geniigt fiir den hier vorliegenden 


schwankungen betragen 
Zweck vollkommen. 
Zur Priifung der Genauigkeit des von uns angewandten Verfahrens 
versetzten wir normalen Harn mit bekannten Mengen Veronal. 50 bis 
100 cem Harn wurden auf dem Wasserbad eingeengt, mit Weinsiiure 
versetzt und mit etwa 30 cem Ather ausgeschiittelt. Der Ather wurde 
vorsichtig zunichst bei etwa 30° eingedampft, der Riickstand in etwa 


1 Der Apparat kann von dem Mechaniker des Instituts, Herrn Uhdig, 
zum Preise von RM 100, bezogen werden. 
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| bis 2cem Chloroform aufgenommen und die Fliissigkeit tropfenweise 
auf den Sublimationstisch gebracht Nach Verjagen des Chloroforms 
wurde die Aussparung der Asbestplatte mit einem Objekttrager zu- 
gedeckt und der Apparat auf die gewiinschte Temperatur eingestellt ; 
d. h. sobald diese erreicht ist. stellt man bei H den Kontakt ein. Man 
kann auch die Temperatur vorher einstellen und erst dann die Chloro- 
formlosung auf die Heizplatte bringen. Fiir den Nachweis des Veronals 
haben wir 12 Stunden bei 70 bis 80° sublimiert. Man erhalt dann 
charakteristische Kristalle (vgl. Abb. 2). Man kann auch bei einer 


etwas hoheren Temperatur sublimieren (vgl. Abb. 3). Mengen von iiber 





Abb. 2. Veronal 12 Std. bei 75°. Abb. 3. Veronal 8 Std. bei 120°. 
VergréBerung 1: 50 VergréBerung 1 : 50 


0.5 mg Veronal lassen sich nach diesem Verfahren nachweisen. Bei 
Luminal sind die feststellbaren Mengen von derselben Grébenordnung 
(vgl. Abb. 4). Auch bei der Diallylbarbitursaure (Curral oder Dial) 
ist die Grenze der Nachweisbarkeit die gleiche (vgl. Abb. 5). 





Abb. 4. Lumina] 12 Std. bei 130°. Abb. 5. Dial 20 Std. bei 85 


VergroBerung 1: 30. Vergroferung 1: ™) 
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Wie die Abbildungen zeigen. ist das Aussehen der gewonnenen 
Kristalle so verschieden, dab Irrtiimer ausgeschlossen sind Immer 
kommt es aber darauf an, worauf Aemp/ nachdriicklich hingewiesen 
hat. auch die reine Substanz zu sublimieren, und zwar bei derselben 
Temperatur und ebenso lange 

Wir haben uns hier nur mit dem qualitativen Nachweis beschaftigt. 
Wir hoffen, daB es gelingen wird, das Verfahren auch nach der quanti- 
tativen Seite hin auszubauen. Dariiber soll spater berichtet werden 
In quantitativer Hinsicht ergibt sich nur ein Anhaltspunkt aus der 


Menge des Riickstandes und der des Sublimats. 








Vitaminwirkungen 
durch Sterylphosphate und durch Sterine der Erythrocyten. 


Von 


Hans vy. Euler, Beth vy. Euler und Margareta Rydbom. 
(Aus dem biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Eingegangen am 9. Juni 1928.) 
Mit 11 Abbildungen im Text. 


I. Einleitung. 

Die Fragestellung bei unseren Arbeiten mit D-Vitamin schliebt 
sich an die enzymatischen Untersuchungen dieses Laboratoriums an 
und konzentriert sich darauf, festzustellen, ob nicht das antirachitische 
(wie auch das antiskorbutische) Vitamin an der Knochenbildung dadurch 
mitwirkt, daB es als Aktivator die enzymatische Spaltung und Bildung 
wasserléslicher Phosphorsaureester  beeinfluBt!. ..Die den gegen- 
wirtigen bekannten Tatsachen am besten entsprechende Annahme 
ist die, dal} unter dem EinfluB der Bestrahlung ein dem A-Vitamin 
(nach der gegenwartigen Nomenklatur D-Vitamin®) entsprechender 
Stoff gebildet wird, welcher als Biokatalysator mit dem enzymatischen 
Phosphatumsatz der Kohlehydrat-Phosphorsaureester in Beziehung 
steht. Wenn aber der fiir ultraviolette Strahlen empfindliche Stoff 
mit der Phosphatese eng verkniipft ist, so ist auBerdem die Méglichkeit 
gegeben, dab die enzymatische Zymophosphatsynthese in vitro durch 
ultraviolette Strahlen beschleunigt wird." Wenn auch die mit Hefen- 
phosphatese angestellten Versuche bis jetzt noch kein eindeutiges 
Ergebnis geliefert haben, so erscheint uns die Untersuchung des Ein- 
flusses von D- (und C-)Vitamin um so wichtiger, als vor einiger Zeit 
Demuth? und Jdger* Befunde iiber die Spaltung von Kohiehydrat- 





' Kuler und Olof Swartz, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 9, Nr. 21, 1925: 
s. auch Euler, Lévgren und Rydbom, Zeitschr. tf. physiol. Chem. 170, 79, 1927. 

2 Val. Euler, Lévgren und Rydbom, Zeitschr. tf. physiol. Chem. 170, 
79, Anmerkung. 

3 Demuth, diese Zeitschr. 166, 162, 1925; Monatsschr. f. Kinderheilkde. 


$1, 252, 1926. 
4 Jdger, Zeitsehr. f. Kinderheilkde. 44, 358, 1927. 
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Phosphorsaureestern mitgeteilt haben, welche die Annahme einer 
Stérung des enzymatischen Phosphatumsatzes bei Rachitis stiitzen, 
und die von P. Gyérgy' gegebene interessante Pathogenese der Rachitis 
ebenfalls eine Phase in Betracht zieht, in welche die Phosphatase? 
der Knorpel eingreift. 


II. Methodik. 


Zur Verwendung kamen zwei Rattenstimme, welche wir Herrn . 
Dr. Sopp, Kap, verdanken. Die Grundkost hatte folgende Zusammen- 


setzung: 
Grundkost. 


a ee eee ee ee ee 
Des ge kal Ree 

Fett i a |G moe & Be} coal cree ae 
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Salzgemisch. 
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In dem ad libitum gegebenen Trinkwasser war Citronensaft (neutra- 
lisiert) im Verhaltnis 1 : 10 gelést, wodurch die Versorgung mit C-Vitamin 
garantiert war. 

Uber die Methodik bei unseren Tierversuchen kann im iibrigen 
auf die Monographie des einen von uns* verwiesen werden. 

Die Zuwachswirkung wurde durch jeden zweiten Tag ausgefiihrte 
Wagungen mit einer Genauigkeit von 0.5 g bestimmt. 

Die antirachitische Wirkung unserer Priaparate wurde teils durch 
histologische Untersuchung der Knochen—Knorpelgrenze von Tibia 
und Femur des Kniegelenks der Hinterbeine, teils durch Bestimmung 
des P-Gehalts des Blutserums ermittelt. 


Wir wollen auch hier Fraulein Eva Schultz fiir die Herstellung der 
histologischen Praparate, sowie Fraulein Signe Forsgren (Histologische 
Abteilung des K. Karolin. Instituts) fiir die Ausfiihrung der Mikro- 





photographien danken. 





1 Gyérgy, Monographie (1. ¢.), 8. 259ff.; Freudenberg und Gydrgy, diese 
Zeitschr. 110—147, 1920/24. 

? Die Bildung der Kohlehydrat-Mono-Phosphate wird man allerdings 
nicht als synthetische Wirkung der Knochenphosphatase auffassen kénnen 
(vgl. Demuth, 1. ¢.). 

% Euler, Vitaminer och Tillvaxtfaktorer. Stockholm, Wahlstrém och 
Widstrand, 1924. 
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Bei Bestimmung des Phosphorgehalts des Blutserums haben wir 
uns des folgenden Verfahrens bedient: 

Versuchstiere von einem Gewicht von 50 bis 70g liefern etwa 
2 bis 3cem Blut; daraus erhilt man durch scharfes Zentrifugieren 
| bis 1.5cem Serum. (Bei der Berechnung wird, eigenen Versuchen 
zufolge, angenommen, dab bei jungen Ratten das Serum 50°), des 
Blutes ausmacht.) Das Blut wird von Fibrin befreit, gewogen, mit 
10 cem physiologischer Kochsalzlisung vermischt und eine halbe Stunde 
zentrifugiert. Vom Serum werden 10 ccm mit 10°,iger Trichloressig- 
siiure bei vorsichtigem Zusatz gefallt. Die Mischung wird griindlich 
geschiittelt. Man laBt sie 10 Minuten stehen und zentrifugiert, worauf 
die klare Lésung abpipettiert wird. Von dieser Lésung werden 9 ccm 
zur Bestimmung anorganischen Phosphats verwendet, der Rest zur 
Bestimmung des Totalphosphats. 

Anorganisches Phosphat wird mit der von K. Myrbdck' an- 
gegebenen Methodik, Totalphosphat nach Embden® mit einer Modi- 
fikation, die in anderem Zusammenhang naher beschrieben wird, 
bestimmt. 


Fraulein D. Runehjelm sprechen wir fiir die Ausfiihrung der Analysen 
auch hier unseren Dank aus. 


Ill. Vitaminwirkungen von Sterylphosphaten und Sterylphosphiten. 


Vor kurzer Zeit hat der eine von uns mit A. Bernton*® durch Ein- 
wirkung von Phosphoroxychlorid bzw. Phosphortrichlorid Phosphor- 
siiureester des Cholesterins darstellen kénnen, und zwar ein Cholestery]- 
phosphat, ein Dicholesterylphosphat und ein Cholesterylphosphit*. 
Welche physiologische Rolle diese Stoffe spielen, haben wir noch nicht 
entscheiden kénnen. Festgestellt wurde durch Versuche von G. Men- 
zinsky, daB Cholesterylphosphat durch Nierenphosphatase enzymatisch 
gespalten werden kann. 

0,15 g Cholesterylphosphat in 10 cem Alkohol gelést und in 80 cem 
Wasser einpipettiert. Aziditat: py = 8,3. 


ee Le a sete be ek 0 48 96 
Milligramm freies P,O,;. . . . . 0,375 2,11 3,48 


1 K. Myrbdck, Zeitschr. f. physiol. Chem. 148, 197, und zwar 202, 1925. 

2 G. Embden, ebendaselbst 117, 138, 1921. 

3 Kuler und Bernton, Ber. d. deutsch. Chem. Ges. 60, 1720, 1927. 

* Die Schwerléslichkeit des Cholestery!phosphits in Aceton (67 mg in 
100 cem) begiinstigt die Befreiung dieses Stoffes von Sterinen. Cholesteryl- 
phosphit wirkt bei Zusatz von Alkali als eine einbasische Saéure; es abt 
sich scharf gegen Phenolphthalein titrieren und verbraucht dabei | Mol. 
NaOH per Mol. Cholesterinphosphit (Mol.-Gew. 450). 
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Euler und Bernton hatten bereits angegeben, daB es gelingt, mit 
ultraviolett bestrahltem Cholesterylphosphat an jungen  Ratten 
Wachstumswirkungen hervorzurufen, wahrend das unbestrahlte Phos- 
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Abb. 1. Cholesterylphosphat. 
Unbestrahit 5 mg. - Bestrahit 5 mg. 
Bestrahit 2 mg. —— Bestrahit 1 mg. 


phat keinen Zuwachs der A- und D-frei ernahrten Tiere veranlaBte. 
Die damals angestellten orientierenden Versuche sind einstweilen 
fortgesetzt und erweitert worden und haben gezeigt, dab schon sehr 
kleine Sterylphosphatmengen nach 
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Es blieb natiirlich erneut zu er- Versuchstage 
wigen, ob und in welchem Grade Abb. 2 
diese Wirkung einfach einer Ergo- Bestrahites Cholesterylphosphit, (),1 mg. 


sterinbeimengung des Cholesterins 
zuzuschreiben ist. Wir haben deshalb auch Versuche mit Di-Ergo- 
sterylphosphat angestellt, das nach der von Euler und Bernton fiir 


1 Euler, Euler und Rydbom, Acta med. Scand. 68, 371, 1928. 
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Cholesterinphosphat angegebenen Methode von Knoll A.-G., Ludwigs- 
hafen, dargestellt worden ist'. 

Die Bestrahlung des Di-Ergosterylphosphats haben wir teils in Luft, 
teils in Wasserstoffatmosphire vorgenommen, um zu erfahren, ob eine 
Oxydation bei der Aktivierung des Praparats in Betracht kommt. 

Die Bestrahlung wurde an der trockenen, ungelisten Substanz 
vorgenommen, welche in diinnster Schicht in einem Abstand von 
10cm von der Quecksilberlampe ausgebreitet war. 


Préparat 1 wurde 5 Minuten in einer offenen Petrischale bestrahlt, 


- » «# 20 sis » einem QuarzgefaéB bestrahlt, 

m 3 ie 7 2 » einem von Wasserstoff durchstrémten 
QuarzgefaB bestrahlt, 

- 4 a 20 - » einem von Wasserstoff durchstrémten 


QuarzgefaB bestrahlt. 
Die Ratten erhielten von Praparat 1 0,0002 oder 0,0001 mg und 
von den iibrigen Praparaten 0.0002 mg pro Tag. Die Zuwachswirkungen 
gehen aus den Kurven der Abb. 3, 4 und 5 hervor. 
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Abb. 3. Bestrabltes DisErgosterylphosphat, 0.0002 mg. 
—— 5 Min. in Luft bestrahlt. ——-— 7 Min. in Wasserstoff bestrahlit 


Einen deutlichen Unterschied zwischen den Wachstumswirkungen 
der verschiedenen Praparate haben wir bis jetzt nicht feststellen kénnen. 
Fast jedes Tier, das eine Dosis einer dieser Praparate von 0,0002 mg 
erhalten hat, ist in 5 bis 10 Wochen normal gewachsen und zeigt ein 
gutes Befinden. Die beiden Tiere (Nr. 1140 und 1153), die 0.0001 mg 
des in Luft 5 Minuten bestrahlten Di-Ergosterylphosphats erhielten, sind 
zwar etwa 30 Tage sehr gut gewachsen, verloren aber nachher schnell 


' Wir sind der Knoll A.-G., Herrn Prof. K. F. Schmidt und Herrn 
F. Feld fiir die Herstellung dieser Praparate zu groBem Dank verpflichtet. 
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an Gewicht und befanden sich augenscheinlich in sehr schlechtem 
Zustande. Sie wurden deshalb getétet und der P-Gehalt des Blutserums 
bestimmt. 

Die Resultate der Bestimmungen des P-Gehalts des Blutserums 
sind unten zusammengestellt. Wie ersichtlich, liegen die Werte des 
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Abb. 4. Abb. 5. 
—— Bestrahites Di-Ergosterylphosphat Di-Ergosterylphosphat, 0,0002 mg pro Tag 
(Praparat 1) 0.0001 mg. 20 Min. in Luft bestrahit. 


--— Unbestrahltes Di-Ergosterylphos- 20 Min. in Wasserstoff bestrabit 


phat 0,0002 mg. 


anorganischen Phosphors der mit bestrahlten Praparaten gefiitterten 
Tiere viel héher als diejenigen, welche an einer mit unbestrahltem 
Ergosterin gefiitterten Ratte erhalten worden waren. 





mg P per com Serum 


Ratte Praparat Dosis 

total anorganisch 
1083 l 0.0002 0,096 0.084 
1140 l 0.0001 0,076 0,060 
1153 | 0.0001 0,085 0.081 
1104 3 0.0002 0,094 0.086 
1087 unbestrahltes Di-Ergo- 0,0002 0,080 0,042 


sterylphosphat 


Nach einigen Bestimmungen haben unsere Normalratten desselben 
Alters einen mittleren P-Gehalt des Blutserums von: 


i Re ee re 
Anorganisch. .........+ - 0,07 ,, per com Serum’ 


1 Euler und Myrbdck, Zeitschr. f. physiol. Chem. 148, 180, 1925. 
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wihrend der mittlere Gehalt an anorganischem P des Blutserums 
rachitischer Ratten nach den Bestimmungen von Shipley, Kramer und 
Howland! zwischen 0.015 und 0,035 mg liegt. 

Die histologische Priifung ergab: Keiner der untersuchten Schnitte 
wies Anzeichen von Rachitis auf, vielmehr erschien die Verkalkung durch- 
weg vollkommen normal. Die Knochenbalken, besonders in der Tibia, 
liegen in geordneten Reihen in direkter Fortsetzung der Zellreihen der 
Knorpelzone. Bemerkenswert ist auch die Reichhaltigkeit an Knochen- 
balken sowohl in Metaphyse wie Epiphyse. 

Die obigen Versuche mit Di-Ergosterylphosphat haben also ergeben, 
daB dieses Praparat antirachitisch mindestens ebenso wirksam ist wie 
Ergosterin selbst. 

Wir wollen besonders auf die langdauernde Wachstumswirkung 
aufmerksam machen, die wir bei den Ratten Nr. 1115 und 1066 (siehe 
Abb. 3) erhalten haben, sowie auf den naheren Verlauf der oben an- 
gefiihrten Wachstumskurven, die Periode von Gewichtskonstanz oder 
sogar -abnahme zeigen, um spater spontan ohne Zufuhr einer neuen 
Nahrungskomponente wieder zu steigen. Da dies bei den Ratten, 
die die kleinere Dosis (0,0001 mg Di-Ergosterinphosphat Abb. 4) erhalten 
haben, nicht der Fall war, haben wir vorlaufig die starke Wachstums- 
wirkung, die wir auch 6fters friiher bei D-Zufuhr beobachtet haben?, 
als eine Folge des Uberschusses an D-Material gedeutet und Versuche 
angestellt, in welchen wir 0,01 bis 0.001 mg belichtetes Ergosterin pro 
Tag gegeben haben, wo also der D-Bedarf der Tiere 10- bis 100 mal 
gedeckt war, um zu ermitteln, wie lange Zeit ein normales Wachstum 
und ein gutes Befinden dadurch erhalten werden kénnen. 

Die nachstehenden Kurven (Abb. 6) zeigen die Resultate dieser 
Versuche. Es ist ersichtlich, da die Tiere ohne A-Zufuhr, aber mit 
einem Uberschu8 an D, 95 Tage lang? normal gewachsen sind (im 
Mittel 0,6 g¢ pro Tag). 

Perioden der Gewichtskonstanz vom 9. bis 22. Tage sind bei allen 
vier Versuchstieren beobachtet worden. 

Wir finden diese Resultate bemerkenswert in der Diskussion iiber 
die Methoden von A-Bestimmung verschiedener Priiparate. 

Neulich ist ein Rapport an die Gesundheitsorganisation des Voélker- 
bundes durch das ,,Assessory Food Factors Committee’ abgegeben 
worden, wo es galt, eine allgemeine Methode fiir die Bestimmung von 
Vitamin A zu finden. Die Resultate eines Vergleichs der kolori- 


! Biochem. Journ. 20, 378, 1926. 

* Kuler, Euler und Rydbom, Acta med. Scand. 68, 37, 1, 1928. 

3 Die Ratten blieben noch weitere 20 Tage am Leben, eine, 1077, 
erlebte eine neue Periode der Gewichtszunahme. 
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metrischen Methode von Rosenheim und Drummond! mit der biolo- 
gischen Methode fiir die A-Bestimmung in Dorschleberél sind daselbst 
gegeben. Die biologischen Bestimmungen sind in folgenden Instituten 
ausgefiihrt worden: Department of Biochemistry, University College; 
Department of Pharmacology, University of Sheffield; Department 
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Abb. 6. Ergosterin 
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of Physiology, King’s College for Women; Department of Experimental 
Pathology, Lister Institute. Dieselben haben sich geeinigt, die Proben 
folgendermaBen auszufiihren: 

Die Ratten sollten A- und D-frei ernaihrt werden, bis Wachstums- 
stillstand eingetreten ist; dann wird ein UberschuB8 von D-Vitamin 
zugefiihrt, entweder durch direkte Bestrahlung der Tiere oder durch 
Zusatz von bestrahltem Nahrstoff oder von bestrahltem Cholesterin 
zu der Grundkost. Nach erneuter Gewichtskonstanz sollte die auf A 
zu priifende Substanz gegeben werden (unter fortgesetzter D-Zufuhr), 
und das Gewicht des Tieres soll wahrend 4 Wochen kontrolliert werden. 

Die Resultate stimmen angenihert iiberein, zeigen aber deutlich 
die Schwierigkeiten, bei solchen Bestimmungen reproduzierbare Werte 
zu erhalten. 

Neulich haben Smith und Hume?® dieselbe Frage, wie man die 
D-Zufuhr bei A-Priifungen ermittelt, diskutiert. Sie empfehlen, das 
Fett der Grundkost von Anfang an zu belichten, um fiir D-Zufuhr 
zu sorgen und auch das A-Material von Beginn der Versuchszeit an zu 
geben. Betrachtet man hierzu die Resultate unserer Versuche mit Ver- 
abreichung verhaltnismaBig groBer Dosen von D-Material (0.0002 mg 


' The Lancet 1928, S. 148. 
2 Smith und Hume, Biochem. Journ. 22, 504, 1928. 
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bestrahltes Di-Ergosterylphosphat, 0,01 bis 0,001 mg bestrahltes Ergo- 
sterin), so ersieht man, wie leicht die oft spontan eintretende Gewichts- 
zunahbme nach einer Periode von Gewichtskonstanz oder Gewichts- 
abnahme einen A-Gehalt des nach einer solchen Periode zugefiigten 
Materials vortéiuschen kann, oder (wenn die Methodik von Smith und 
Hume, l|.c., zur Verwendung kommt) die langdauernde Zuwachs- 
wirkung das Resultat beeinflussen kann. Da wir diese anhaltende 
Zuwachswirkung nicht bei Zufuhr von 0.0001 mg Di-Ergosterylphosphat 
gefunden haben, deuten wir unsere Versuche gegenwartig in der Richtung, 
daB es empfehlenswert wire, das D-Vitamin bei A-Priifungen nicht 
im UberschuB zu dosieren. 


In diesem Zusammenhang mu6 darauf aufmerksam gemacht 
werden, daB unsere Ergosterin- und Cholesterinphosphorsiureester die 
A-Reaktion von Rosenheim-Drummond sowie Carr-Price nicht geben. 
Di-Ergosterylphosphat (4 Tropfen einer 1°,igen Chloroformlésung) 
gibt mit 2 cem 30° ,iger SbCL,-Lésung eine rote Farbung gleich 14 Lovi- 
bond-Einheiten, Ergosterin gleich 9,6. Unser unten beschriebenes Blut- 
sterin sowie Cholesterin in Substanz geben mit demselben Reagens eine 
deutliche, aber schwache Rosafirbung, die bald in Gelb iibergeht. 


IV. Vitaminwirkungen des Gemisches der Erythrocytensterine. 


Euler und Steffenburg' hatten vor einiger Zeit gezeigt, daB das 
Blut von Warmbliitern eine auffallend starke Steigerung der Wachstums- 
geschwindigkeit von Ratten hervorruft, und daBb diese Wirkung durch 
Bestrahlung des Blutes mit ultravioletten Strahlen etwas verstarkt 
wird. Das gleiche Material war auf seine antirachitische Wirkung 
(D-Vitamin) gepriift worden. Es war auf Grund histologischer Unter- 
suchung der Epiphysen von Ratten nach vier- und sechswéchiger 
Zugabe zur A- und D-freien Grundkost vorliufig festgestellt worden, 
dab 0,15 g dieses Blutes pro Tag und Ratte eine ausreichende anti- 
rachitische Zugabe ist. 

Es lag nahe, die gefundenen Wirkungen mit dem fettléslichen 
Vitamin A und mit aktivierten Sterinen, in erster Linie mit den durch 
Hess*, Rosenheim und Webster® sowie Windaus* mit Ergosterin identi- 
fizierten Pro-Vitaminen in Zusammenhang zu setzen. Auberdem hatten 
aber besondere Versuche die Unwirksamkeit von Oxyhamoglobin, 
Haimoglobin, Himatin und Hamatoporphyrin gezeigt. 


' Euler und Steffenburg, Zeitschr. f. physiol. Chem. 149, 195, 1925. 
2 Hess, Weinstock und Hellmann, Journ. of biol. Chem. 68, 305, 1925. 
3 Rosenheim und Webster, Biochem. Journ. 20, 537, 1926. 

* Windaus und Hess, Nachr. d. Ges. d. Wiss. Géttingen 1926, S. 175. 
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Die Versuche von Euler und Rydbom' hatten ergeben, dab die 
starke Wachstumswirkung des Blutes nicht allein an die lipoidléslichen 
Vitamine und Faktoren der Formelemente des Blutes gekniipft ist, 
sondern dab auch im Serum geléste Aktivatoren in Betracht 
kommen ®. 

Dies entspricht durchaus der Erwartung, wenn man, wie eingangs 
erwahnt, die in Rede stehende Wirkung des Blutes mit aktivierbaren 
Sterinen in Beziehung setzt. Bekanntlich enthalt das Serum nicht 
unbetrachtliche Mengen an freiem und verestertem Sterin 

Cholesteringehalt des Blutes. Sowohl beziiglich menschlichen als 
tierischen Serums liegen eine Reihe von Cholesterinbestimmungen vor® 
Fiir menschliches Blut wird als ein Mittelwert angegeben 150 mg Chol- 
esterin pro 100 cem Blut. Sowohl die Nahrung als der physiologische 
bzw. pathologische Zustand ruft sehr erhebliche Schwankungen hervor; 
nach Gyérgy und Essinger* werden auch durch Bestrahlung Beein- 
flussungen des Cholesteringehalts erzielt. 

Aus den am Blute héherer Tiere angestellten Versuchen® geht 
hervor, daB der Steringehalt im allgemeinen variiert zwischen 2 g 
(Schaf und Rind) und 0.5 g (Pferd) pro 1.0 g Blut baw. 1.2 g¢ (Schaf 
und Rind) und 0.3 g (Pferd) pro 1,0 g Serum. 

An neugeborenen Miausen haben de Aberle, Hoskins, Bodanly und 
Meyer einige Werte festgestellt, nach welchen in 100 cem Blut 108.3 mg 
Cholesterin vorhanden sind. 

Lifschiitz® hat Untersuchungen iiber das Blutfett gemacht und 
den Gehalt des Blutfettes der Rinder an Cholesterin und Cholesterin- 
fettsaureestern zu 70 bis 90°, gefunden. Der unverseifbare Teil des 
Blutfettes besteht aus 60 bis 65°., Metacholesterin; der Rest soll amorph 
sein und aus verschiedenen Oxyprodukten des Cholesterins bestehen 

Nach allen Angaben ist mehr als die Halfte des Blutsterins im 
Serum enthalten. 

Was die Loéslichkeit des Cholesterins in Serum betrifft, so ist die 
selbe (auch wenn Cholesterinester hier von der Betrachtung aus 
geschlossen werden) offenbar durch die darin enthaltenen oberflichen 


' Euler und Rydbom, Zeitschr. t.. physiol. Chem. 153, 283, 1926, 

2 Die Angabe von De Bosany (Bull. Johns Hopkins 38, 72, 1926), dab 
ein Zusatz von 5 bis 6°,, Hamoglobin zur ac Collumschen rachitischen 
Kost Kalkeinlagerungen in der Knochen— Knorpelgrenze bewirke, libt sich 
wohl auf Spuren eines adhidrierenden aktiven Sterins zuriickfiihren. 

3 Siehe hierzu die Methodik von Bloor, Journ. of biol. Chem. 24, 
227, 1916. 

' Gydrqy und Essinger, siehe Stepp und Gydrqy. Avitaminosen, S. 54 

5 Abderhalden, Zeitschr. f. physiol. Chem. 25, 65, 189s. 

® Ebendaselbst 117, 201 und 212, 1921. 
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aktiven Stoffe. in erster Linie durch Phosphatide, ferner aber auch 
durch die iibrigen Serumlipoide (Fette) beeinflubt. Die Léslichkeit 
des Cholesterins in reinem Wasser baw. in sehr verdiinnten Salzlésungen 
ist namlich auberordentlich klein. Sie betrigt nach eigenen Bestim- 
mungen angenihert 2.5 mg pro 100 ccm Als léslichkeitserhéhend 
kommen (auber nicht physiologischen Salzen aromatischer Stoffe) 
noch Salze von Proteinen und ihren Spaltprodukten in Betracht, und 
zwar handelt es sich hierbei teilweise um einen Effekt. welchen Thorin! 
in diesem Laboratorium gefunden hat. Wir kommen darauf in einer 
spateren Mitteilung zuriick. 

Die Angaben iiber den Steringehalt des Blutes beziehen sich meist 
auf Gesamtsterin oder auf getrennte Bestimmungen des freien und 
des mit Fettsiuren veresterten Sterins Nachdem aber nun durch 
die Untersuchungen von Rosenheim, Windaus und Hess dargetan ist, 
daly dem Cholesterin selbst keine Vitaminwirkung zukommt, wird es 
notwendig, die Sterine des Blutes eingehender zu charakterisieren und 


zunachst mit dem Provitamin (Windaus) zu vergleichen 


Die eingangs erwahnten Wachstums- und antirachitischen Wir- 
kungen des Blutes stammen zum groben Teil aus roten Blutkérperchen 
Deswegen haben wir die Untersuchung zunichst auf die Sterine der 
Erythrocyten beschrankt und aus ihnen die Sterine isoliert und als 
solehe zum Tierversuch verwendet. 

Isolierung: Je 5 Liter Blut wurden zentrifugiert, die abgeschiedenen 
Blutkérperchen wurden auf Glasplatten in diinner Schicht méglichst 
schnell getrocknet. Die trockenen Blutkérperchen wurden in Anteilen 
von je 250g mit 2.5 Liter Benzol 3 Stunden lang im Soxhletapparat 
extrahiert. Nach Abdestillieren des Benzols wurde ein Riickstand 
gewonnen, welcher aus Alkohol und Athylacetat umkristallisiert wurde 
und einen allmahlich ansteigenden Schmelzpunkt von schlieBlich 147° 
ergab Drehung (a) 36°, mit dem Lichte einer Milchglaslampe 
gvemessen. 

Die Konstanten stimmen also recht nahe mit denjenigen des 
Cholesterins (Drehung (a) 40") Schmelzpunkt 148.5°) iiberein. 
Aus unserem Extrakt haben wir das freie Sterin durch Umkristallisieren 
erhalten. 

Mit diesem Sterinpraparat wurden Ernihrungsversuche an Ratten 
angestellt. Die Methodik war dieselbe, die S. 277 beschrieben worden 


1 Thorin, Zeitschr. f. physik. Chem. 89, 685, 1915: Euler und Svanberg, 
Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 6, Nr. 14, 1917. Newberg, der ebenfalls solche 
Effekte beobachtet hat, hat fiir diese die Bezeichnung .,Hydrotropie™ vor- 


veschlagen (diese Zeitschr. 76, 107, 1916). 
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ist. Nur haben wir uns bei diesen Versuchen der folgenden Saizmischung 
der Grundkost bedient: 
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Wie friiher Euler und Steffenburg (1. c.) Blut teils unvorbehandelt 
teils nach Bestrahlung mit ultraviolettem Licht verwendet hatten, 
so wurde jetzt die Wirkung von unbelichtetem und untraviolett be- 
strahltem Blutsterin verglichen. Die Bestrahlung wurde vorgenommen 
an der trockenen, ungelésten Substanz, welche in diinnster Schicht 
in der Entfernung von l0em von der Hg-Quarzlampe 15 Minuten 
helichtet wurde. Nach der Bestrahlung wurde das Sterinpraparat 
in so viel Arachidél aufgelést, dab die tagliche Dosis in etwa 0,2 cem 
enthalten war Diese Menge wurde jedem Versuchstier besonders 
mittels einer Pipette eingegeben. Die Wirkungslosigkeit des un- 
belichteten Arachidéls selbst wurde durch besondere Versuche fest- 
gestellt. Die Verwendung dieses Lésungsmittels war deshalb durchaus 
unbedenklich. wahrend Paraffinél zu Verdauungsstérungen Anlab gibt 

Wie unsere Versuche zeigen, iibertreffen die Zuwachswirkungen 
des belichteten Blutsterins diejenigen des nicht belichteten wesentlich. 
Diese Wirkungen des belichteten Blutsterins kénnen als sehr stark 
bezeichnet werden 


Die beobachteten Gewichtszunahmen waren die folgenden: 


Bestrahlt : 
Tagesdosis von 0,10 mg gab in 30 Tagen eine Zunahme von 45 
O05 ., - <> 9° ~ - o° Jig 
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Unbestrahilt: 


Tagesdosis von 0,1 mg gab in 30 Tagen eine Zunahme von IS¢ 
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Von drei Ratten, die zur Grundnahrung 0,005 mg bestrahltes 
Blutsterin erhielten, ist nur eine normal gewachsen, 39 g¢ in 60 Tagen, 
die beiden anderen nur 8 g in 30 Tagen. 

Die histologischen Untersuchungen der Epiphysen haben folgendes 
ergeben: 


Die Ratten, welche belichtetes Blutsterin in Quantitaten von 


0.1 bis 0.01 mg erhielten, waren alle mit einer Ausnahme (Nr. 087) 
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“ 


, %.. ” s , 
normal. Von denen, die 0.005 mg erhalten haben, war nur diejenige 


normal, die gut gewachsen war 
Auber den histologischen Schnitten der Epiphysen haben wir 
in zwei Fallen (Nr. L052 und 1054) den P-Gehalt des Blutserums unter- 


sucht und gefunden: 





1052 1054 
(0.01 mg belichtetes (0,005 mg belichtetes 


mg P/com Serum 
Blutsterin) 


Blutsterin) 
Total 0,103 O115 
0,079 0.107 


Anorganisches 





Abb. 7. Ratte Nr. 989. 
Bestrahites Blutsterin, 0,05 mg pro Tag. 


























des unbestrahlten Blutsterins der 
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Die Ratte Nr. 987 ist in der Beziehung interessant, als sie trotz 
einer Gewichtszunahme, die als sehr gut bezeichnet werden mub (69 ¢g 
in 70 Tagen), doch eine schlechte Ossifikation zeigt (s. das Bild der 
Epiphysengrenze) 





Abb. 8. Ratte Nr. 987. ° 
Bestrahites Blutsterin, 0,1 mg pro Tag. 


Wie die Zuwachswirkung, so ist auch die antirachitische Wirkung 
histologischen Priifung gemab 
schwiacher als die des bestrahlten, und zwar haben wir zwei Typen 
von anormalen Zuwachszonen beobachtet (Nr. 1006 und 1049). 

In Nr. 1006 gibt es sehr wenige kalkeingelagerte Knorpelzellen, 
im Schnitt Nr. 1049 dringen sie weit in die Metaphyse hinein. Die 
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Grenze zwischen Knorpelzone und Metaphyse ist in diesem Falle sehr 
unscharf (Abb. 8 und 10) 

Der Gehalt des Blutsterins an Ergosterin soll spektrophotometrisch 
festgestellt werden. Einstweilen besitzen wir keine Anhaltspunkte 


. va > i, 
4 7 i rr! \ + 
ng © <i Spm 
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Abb. 9 Ratte Nr. 1006, 
Unbestrahltes Blutsterin, 0,05 mg pro Tag 





iiber den Anteil des Pro-Vitamins oder ahnlich wirkende Stoffe im 
Gesamtsterin des Blutes. Nehmen wir als Grenze der Wirksamkeit 
unseres Praparats eine Tagesdose von 0,01 mg pro Ratte an, so wiirde 
der Ergosteringehalt unseres Praparats sich zu 1°, ergeben, unter der 
Voraussetzung, da es sich hier tiberhaupt um die Wirkung von Ergo- 
sterin handelt und unter Zugrundelegung der von Windaus und von 
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Rosenheim und Webster angegebenen Wirksamkeitsgrenze des Ergo- 
sterins, namlich 0.0001 mg pro Tag und Ratte 

Es ist nicht ausgeschlossen, dab sich die Wirkung unseres Sterin- 
materials zusammensetzt aus einer A-Wirkung und dem Einflul 





Abb. 10. Ratte Nr. 1049, 
Unbestrabites Blutsterin, 0,05 mg pro Tag. 


des antirachitischen Stoffes. Dies steht auch in Ubereinstimmung 
mit der ausgeprigten Wachstumswirkung ohne ausreichende Kalzi- 
fikation, die z. B. bei Ratte Nr. 987 deutlich hervortritt, sowie 
mit der Wirkung des nicht bestrahlten Praparats. Letzteres kann 
aber auch einen Teil des Pro-Vitamins bereits in aktiver Form ent- 
halten haben. 
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Wie stark die Bestrahlung auf sterinhaltiges Material und auch 
auf Tiere direkt wirkt, hingt wohl von dem Gehalt an Ergosterin und 
an anderen aktivierbaren Stoffen ab. Durch diesen wechselnden Anteil 
erkliren sich die sehr verschiedenen Einfliisse der Bestrahlung von 


Tieren! 
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Abb. 11. Bestrahites Sterin aus Erythrocyten. 


Zusammenfassung, 

Das Ziel der vorliegenden Mitteilung, welche eine Fortsetzung und 
Erweiterung der in Acta Medica 68 veréffentlichten Versuche enthalt, 
ist die Feststellung, ob nicht das antirachitische Vitamin an der Knochen- 
bildung dadurch mitwirkt, dab es als Aktivator die enzymatische 
Spaltung und Bildung wasserlislicher Phosphorsiureester beeinfluBt. 

Das nach der Methode von Fuler und Bernton dargestellte Di- 
Ergesteryl-Phosphat wird auf seine Wachstumswirkungen und _ seine 


antirachitische Wirkung untersucht. Das Wachstum halt sich bei 
A- und D-freier Grundkost mit 0,0002 mg bestrahltem Ergostery|- 
phosphat pro Tag oft wahrend 10 Wochen normal.  Antirachitische 


Wirksamkeit pro 0,1 y des in Wasserstoff oder Luft bestrahlten Ergo- 
sterylphosphats ist sicher ebenso groB wie diejenige des bestrahlten 
Ergosterins. 


1S. hierzu z. B. Steenbock und Hart, Journ. of biol. Chem. 74, 1, 


LXXIII, 1927. 
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Das aus roten Blutkérperchen isolierte Sterin zeigte nach Um 
wo 


kristallisieren den Schmelzpunkt 147° und Drehung 36 
dosen von 0,01 mg dieses Blutkérperchensterins (bzw. Steringemisches) 


Tages- 


ergaben 

Bestrahilt emen Gewichtszuwachs innerhalb 30 Tagen von 15 ¢ 

Unbestrahit » ” - a 9” ig 

Die histologische Priifung ergab bei diesen Ratten (mit einer Aus- 
nahme) keinerlei rachitische Anzeichen 

Wie die Zuwachswirkung, so ist auch die antirachitische Wirkung 
des unbestrahlten Blutsterins der histologischen Priifung gemib 
schwacher als die des bestrahlten (vgl. S. 287). Es ist wahrscheinlich, 
daB das Blutkérperchensterin auch nach mehrmaligem Umkristalli- 
sieren Ergosterin enthalt; nach einer vorliufigen Berechnung (vgl 
S. 290) ware in unserem Blutcholesterinpriparat etwa | °,, Ergosterin 
oder ein anderes' durch ultraviolette Strahlen aktivierbares Sterin 
vorhanden. 


' Siehe hierzu Rosenheim und Webster, Biochem. Journ. 22, 762, 1928. 
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Uber Himolysewirkung 
von bestrahltem Ergosterin und Cholesterin. 


Von 
R. Fiseher. 
(Aus dem Pharmakognostischen Institut der Universitat Innsbruck.) 


(Eingegangen am 16. Juni 1928.) 


Wird Ergosterin und Cholesterin lange Zeit dem Sonnenlicht 
ausgesetzt, so beobachtet man, wie Schulze und Wénterstein (1) als 
erste nachwiesen, ein allmahliches Gelbwerden der vorher weiBen Sub- 
stanzen und ein Sinken des Schmelzpunktes um 30 bis 40°. Diese 
Veranderungen treten beim Ergosterin in viel kiirzerer Zeit ein als 
beim Cholesterin. Beumer (2) sah auch bei Ultraviolettbestrahlung 
eine Gelbfarbung von Cholesterin eintreten und nahm an, daB es sich 
dabei um dieselben Veriinderungen handle, wie sie Schulze und Winter- 
stein bei der Sonnenbestrahlung sahen. Bewmer beobachtete ferner 
eine Abnahme der Digitoninfallbarkeit des Cholesterins bei Bestrahlung. 
Auch Hess, Weinstock und Sherman (3) und Hess und Sherman (4) 
sahen nach Ultraviolettbestrahlung eine Anderung im Bindungs- 
vermégen des Cholesterins fiir Digitonin. 

In eigenen Versuchen bestrahlte ich Ergosterin' und Cholesterin 
in flachen Glasschalen offen mit einer Quecksilberdampflampe ,,Hanau”™ 
aus 25cm Entfernung vom Brenner. Die Zeitdauer betrug beim 
Ergosterin bis zu 21. Stunden, beim Cholesterin 40 Stunden. Beide 
Substanzen zeigten eine Gelbfarbung der bestrahlten Oberflache. 
Der Schmelzpunkt des auf diese Weise erhaltenen Ergosterins war 
von 156 auf 120° gesunken. Sintern und Verfarbung beobachtete 
ich schon bei etwa 105 bis 110°. Cholesterin lieB nach 40stiindiger 
Bestrahlung nur eine ganz schwache Gelbfarbung erkennen. Der 
Schmelzpunkt sank von 153 auf 128° (Sinterung bei 125°). Bei Be- 


' Das Ergosterin wurde dem Institut von der chemischen Fabrik 
Hoffmann-La Roche und Co. in entgegenkommender Weise zur Verfiigung 
gestellt, wofiir auch an dieser Stelle bestens gedankt sei. 
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strahlung in einem mit Stickstoff gefiillten Quarzrohr hingegen zeigten 
weder Ergosterin noch Cholesterin diese Veranderungen. Ergosterin, 
das ich in diinner Schicht an einem Siidfenster durch 14 Tage der Sonne 
aussetzte, wurde ebenfalls gelb. Gleichzeitig sank der Schmelzpunkt 
von 153 auf 130°. Cholesterin zeigte bei derselben Behandlung nach 
14 Tagen keine Veranderung. Von Prof. (@. Bayer erhielt ich ein Glas- 
gefaB mit Cholesterin, das durch viele Jahre in einem Glasschrank 
der Sonne ausgesetzt war. An der dem Lichte zugewendeten Seite 
war eine diinne gelbe Schicht bemerkbar, die einen um 20° niedrigeren 
Schmelzpunkt aufwies, als eine aus dem Innern des Glases entnommene 
rein weiBe Probe. Bei meinen durch Sonnen- und Ultraviolettbestrahlung 
erhaltenen Substanzen handelt es sich wohl um die gleichen Chol- 
esterinumwandlungsprodukte, wie sie schon Schulze und Winterstein, 
Beumer und andere Autoren in Handen hatten. 

Diese gelben Umwandlungsprodukte der beiden Sterine erwiesen sich 
nun als hémolytisch wirksam, was meines Wissens noch nicht bekannt 
war. Etwa 20 mg 2!, Stunden bestrahltes Ergosterin wurde in einem 
engen Reagenzglas mit 1 ccm 2,5°,iger Aufschwemmung von Rinder- 
blut in physiologischer Kochsalzlésung vermischt und in der nachsten 
halben Stunde mehrmals umgeschiittelt. Nach 8 Stunden zeigte sich 
partielle, nach 24 bis 30 Stunden totale Hamolyse. Die tiberstehende 
Fliissigkeit zeigt besonders bei Verwendung von serumfreien Blut- 
kérperchen zuweilen am Schlusse eine braunrote Farbung. Die Hamo- 
lyse schreitet nur sehr langsam vor und ist durch mehrere Stunden 
hindurch nur als rote Kuppe am Boden des Réhrchens erkennbar. 

Sonnenbestrahltes Ergosterin wirkt in derselben Weise auf Erythro- 
cyten wie ultraviolett bestrahltes. 

Um beim Hamolyseversuch mit Substanz zu sparen und die Probe 
empfindlicher zu gestalten, d. h. die Veranderung des Ergosterins 
schon nach kiirzerer Bestrahlung feststellen zu kénnen, benutzte ich 
folgende Versuchsanordnung: Etwa 0,3 mg auf Hamolyse zu unter- 
suchende Substanz werden auf einem ‘Objekttrager in einen Tropfen 
auf 37° erwarmte Blutgelatine eingelegt, mit einem Deckglas bedeckt 
und in feuchter Kammer an einen kiihlen Ort gestellt, um die Er- 
starrung der Blutgelatine zu férdern. Die Blutgelatine besteht aus einer 
Losung von 5 bis 8 °,, Gelatine in 0,9 °,iger Kochsalzlésung, die m/30 Phos- 
» defibriniertes Rinderblut 


90 
— 


phatpuffergemisch von p= 7,1 und 
enthalt. Bei Verwendung eines Puffers von pa 6,1 oder py 7.4 
ist keine deutliche Anderung in der Starke der Himolyse feststellbar 
Nach etwa 12 Stunden entsteht bei Anwesenheit hamolytisch wirkender 
Substanz um jedes Teilchen ein durchsichtiger Hof. Noch besser 
laBt sich die Himolyse mit der Lupe oder dem Mikroskop verfolgen. 
Der Nachweis nach dieser Methode ist scharfer und laBt sich mit ge- 
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ringerer Substanzmenge durchfiihren als der Hiamolyseversuch im 
Reagenzglas. 

Auf diese Weise konnte ich nachweisen, da das Ergosterin bereits 
durch halbstiindige Ultraviolettbestrahlung himolytische  Eigen- 
schaften annimmt, obwohl von einer Gelbfarbung fast noch nichts zu 
sehen ist. Eine Verlangerung der Bestrahlungszeit bis zu 2!'., Stunden 
bewirkt auch eine Vermehrung der himolytischen Wirkung. Das 
40 Stunden mit der Quarzlampe bestrahlte Cholesterin und die gelbe 
Randschicht aus dem oben erwahnten alten CholesteringefaB wirkten 
ebenfalls hamolytisch. In Stickstoffatmosphare bei Sauerstoff- 
abwesenheit bestrahltes Ergosterin und Cholesterin wirkt nicht hamo- 
lytisch. In alkoholischer Lésung bestrahltes Ergosterin zeigt nach 
dem Verdunsten des Alkohols im Vakuum keine Hamolyse. Bestrahltes 
Ergosterin lie} auch nach dreimonatiger Aufbewahrung keine Ab- 
nahme der hamolytischen Wirkung erkennen. 

Uber die chemische Natur der vorliegenden gelben Umwandlungs- 
produkte der beiden Sterine laBt sich weder aus den Angaben der 
Literatur, noch aus eigenen Versuchen ein bestimmter Anhaltspunkt 
gewinnen. Zudem handelt es sich wahrscheinlich nicht um eine ein- 
heitliche Substanz, sondern um Umwandlungsprodukte, die bei langer 
fortgesetzter Bestrahlung allmahlich ineinander iibergehen. Mit hamo- 
lytisch wirkendem, bestrahltem Ergosterin stellte ich folgende Ver- 
suche an: 

Einige Kérnchen Substanz wurden in einem Zentrifugenglas mit 
warmem Wasser geschiittelt, zentrifugiert, getrocknet und in Blut- 
gelatine untersucht. Die Himolyse war gleich stark geblieben. Ebenso- 
wenig wurde die Hamolysewirkung durch halbstiindiges Erhitzen auf 
100° geindert. Im Gegensatz dazu geht aber die Hamolysewirkung 
durch Digerieren mit Alkali und darauffolgendem Waschen mit Wasser 
und Trocknen verloren. LaBt man 0,1 g bestrahltes Ergosterin in einer 
Entfernung von | bis 2 mm auf die photographische Platte einwirken, 
so ist nach 3 Tagen eine deutliche Schwarzung an dieser Stelle wahr- 
nehmbar. Uber Photoaktivitaét von bestrahltem Cholesterin liegen 
bekanntlich zahlreiche Arbeiten aus den letzten Jahren vor. 

Auf eine Jodkali-Starkelisung gestreute wenige Kérnchen aktiver 
Substanz rufen binnen 3 bis 5 Minuten eine deutliche Blaufarbung 
hervor. Wird ferner eine geringe Menge in alkoholischer Guajaktinktur 
gelést und mit einer alkoholisch-atherischen Ausschiittelung aus mit 
Essigsaure angesduertem frischen Blut versetzt, so entsteht die typische 
Blaufirbung. Das bestrahlte Sterin ersetzt also hier den bei der Guajak- 
probe tblichen Zusatz von Wasserstoffsuperoxyd oder Terpentinél 
Aus diesen beiden Proben kénnte man vielleicht auf einen Kérper 
von Peroxydcharakter schlieBen. Mit dem von Windaus und Brunken (5) 
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beschriebenen Peroxyd des Ergosterins kann die hamolytische Sub- 
stanz aber nicht identisch sein, da der Schmelzpunkt des Peroxyds 
bei 178°, also héher als der des Ergosterins liegt. Auberdem wirkte 
Ergosterinperoxyd, das ich nach den Angaben von Windaus und 
Brunken herstellte, nicht hiamolytisch. Auch mit dem von Luler, 
Myrbdick und Karlsson (6) beschriebenen Umwandlungsprodukt des 
Ergosterins, das bei Ultraviolettbestrahlung in 4cm Abstand vom 
Brenner und Erhitzen auf 150° entsteht und in dem die beiden Autoren 
ein Gemisch eines Peroxyds mit einer Saure vermuten, diirfte die 
haimolytische Substanz nicht identisch sein. 


Zusammenfassung. 


Die durch Sonnenlicht und Ultraviolettbestrahlung bei Anwesenheit 
von Sauerstoff entstehenden Umwandlungsprodukte des Ergosterins 
und Cholesterins wirken hamolytisch 
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Uber die Verwendbarkeit 
der Schiffschen Fuchsinschwefligsiurereaktion zur quanti- 
tativen Bestimmung von Thymonucleinsaure. 


Von 
Gésta Widstrim. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Karolinischen Instituts zu Stockholm.) 


(Eingegangen am 18. Mai 1928.) 


Im AnschluB8 an seine Arbeiten tiber den Nucleinsaiuregehalt in 
inneren Organen' und iiber die Natur der Pankreasnucleinsiuren? 
erhielt ich von E.Jorpes die Anregung, einen Versuch zu machen, 
die auch schon friiher zu quantitativen Zwecken benutzte Schiffsche 
Fuchsinschwefligsdurereaktion zur Bestimmung von Thymonuclein- 
siure in Nucleinsaurepraparaten und wenn mdéglich auch in Organen 
zu verwenden. Was die reinen Nucleinsdurepraparate betrifft, so 
zeigten die dabei erzielten Resultate, daB es méglich ist, die Thymo- 
nucleinsiuremenge auf 2,5°%, genau zu schiatzen. Dies war fiir die 
oben genannte Untersuchung wertvoll und mag in allen Arbeiten 
mit Priparaten, die eine Mischung von Thymo- und Pentosenuclein- 
siuren enthalten, seine Bedeutung bekommen, weshalb das Unter- 
suchungsresultat hier kurz mitgeteilt wird. Dagegen gaben Be- 
stimmungen an Organen und Organextrakten kein befriedigendes 
Resultat. 

Die in Rede stehende Farbenreaktion wird als spezifisch fiir die 
Thymonucleinsaure angesehen, deren Kohlehydrat sich nach Hydrolyse 
wie ein echter Aldehyd verhalt. Jedenfalls gibt Guanylsaure keine 
Farbung, auch nicht in Quantitaiten bis zu 20 bis 30 mg, wahrend 
0.2 mg Thymonucleinséure deutliche Farbung hervorrufen. Dab 
schwach positive Reaktion durch Eiweif bedingt sein kann, war bereits 
bekannt, aber in eiweiBfreien Nucleinsaurepriparaten ist die Reaktion 


ziemlich eindeutig. 
. 


' Acta Med. Seand. 68, H. 3/4, 253, 192s. 
2 Ebendaselbst 68, H. 6, 503, 1928. 
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Die Farbenstirke, die eine gegebene Thymonucleinsauremenge gibt, 
hingt einerseits davon ab, wie stark die Hydrolyse war, andererseits 
von der zugesetzten Menge des Fuchsinreagens, und ferner vom Saure- 
grad, unter dem die Farbenreaktion selbst entwickelt wird. Eine 
genaue Beobachtung gewisser VorsichtsmaBregeln gibt jedoch voll- 
stindige RegelmaBbigkeit in der Farbenentwicklung und ermidglicht 
die Verwendbarkeit der Reaktion. Folgende Versuche zeigen, welchen 
EinfluB jeder einzelne der genannten Faktoren hat. 

Wenn Proben mit derselben (zwischen | und 6 Minuten variierten) 
Hydrolysezeit und mit demselben Thymonucleinsiuregehalt  mit- 
einander verglichen werden, ergibt sich, wie aus Tabelle | hervorgeht, 
eine relativ gute Ubereinstimmung in der Farbenstirke. Werden 
einander naheliegende Konzentrationen verglichen, so zeigt sich eine 
gute Ubereinstimmung mit der berechneten Quote (s. Tabelle II). 
Den Einflu8 der Hydrolysezeit, wenn die Hydrolyse entweder mit 
schwacher Mineralsiure oder bei Gegenwart von Puffern ausgefiihrt 
wird, veranschaulicht Tabelle II. 

Serie A: 1 cem 0,17 °Zige Th-Séure. Serie B: 0,8 cem 0,17 °gige Th-Séure 
zu lleem Puffer. 


Tabelle I. Tabelle 11. 
Sowohl in der A- wie in der B-Serie sind zwei Proben mit derselben Th- 
Konzentration verglichen. 





Verhaltnis zwi n A-Serie 
Hydrolyse. “hacks Hydrolyse. Bo Serie 
Min. Serie A Serie B Min. gefunden berechnet 
1 1,05 1,02 1 1,25 1,25 
1,5 0,99 1,01 1,5 1,26 1,25 
2 1,00 0,98 2 1,24 1,25 
3 1,17 1,02 3 1,00 1,25 
6 0,96 1,038 6 1,28 1,25 


Bei Ausfiihrung der Fuchsinschwefligsiurereaktion wurden teil- 
weise verschiedene Verfahren angewendet. 

Technik I. Die Proben wurden mit 6 bis 8cem n/20 HCl im 
kochenden Wasserbad hydrolysiert und abgekiihlt. Es wurden zu 
jedem 2 Tropfen Dinitrophenol zugesetzt, wonach mit n/l10 NaOH 
bis zur ersten gelben Nuance neutralisiert wurde. Den Proben wurde 
Pufferlésung zum gleichen Volumen zugesetzt. Diesem teilweise neutra- 
lisierten Hydrolysat wurden 1 bis 3ccm entnommen, denen 10 cem 
Pufferlésung und 0,5 oder 1 cem Fuchsinschwefligsdurelisung zugesetzt 
wurden. 


Technik II. Die Proben (eventuell mit HCl bis zu kongosaurer 
Reaktion versetzt) wurden mit ungefahr 8 ccm Pufferlésung zu 10 cem 
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Gesamtvolumen versetzt und wie bei Technik I hydrolysiert. Zu diesem 
Hvydrolysat wurden 3ccm einer Mischung von } Volumen Fuchsin 
reagens und 2 Volumen Pufferlésung hinzugefiigt. 

Es ist wichtig, dab das Fuchsinreagens mdglichst rasch nach 
seinem Zusatz gleichmaBig in der ganzen Probe verteilt wird, da sonst 
die Farbentwicklung ungleichmaBig wird 


1) bis 20 Stunden abgelesen 


Das Fuchsinschwefligsdurereagens (,,F.-Reag.*‘) bestand aus einer 
etwa 0,35 °,igen wasserigen Lésung von Fuchsin, durch die SO, durch- 
geleitet worden war, bis die Farbe strohgelb wurde und nicht weiter 
Der Uberschu8 von SO, wurde im Vakuum fortdestilliert 


abbleichte 


(. Widstrém 





Die Proben wurden nach 





Ein so groBer Rest von SO,, daB die Probe deutlich danach roch 


stérte die Reaktion nicht. 


Die zur Anwendung gekommene Pufferlésung 
30,5 cem Citratlésung 


puffer nach Michaelis: 
(Pu 2.0). 


Citrat- 
HCl 


ein 
n lo 


war 
69.5 ecm 


Das hier verwendete Thymonucleinsdureprdiparat war ein 





biuretfreies Natriumsalz mit richtiger N: P-Quote. Der Gehalt an 

Thymonucleinsaure in den Lésungen wurde nach dem N- Gehalt 

berechnet. 

Tabelle III. 
Die maximale Farbenstarke in jeder Serie = 100 gesetzt. 
Kurzer Bericht uber die Hipdsslyenssiten = antes 
Austihrung von Proben +128! 2 3 4 6 > 12 7 

I. 1,5cem 0,79, ig.Th-Lésung Probe 1 96,5100 78 
hydrol. mit 6 cem 5,5 %ig. 2 98 100 80 
HCl, neutralis. Eswurden . 3 89 100 72 
drei Doppelproben yon je- 
dem Hydrolysat abgelesen. 

II. 3eem0,34%  ig.Th-Losung , 1 109 88 57 
hydrol. mit 6 ecem n/20 i oa 100 90.7 60,5 
HCl Es wurden zwei 
Doppelproben von jedem 
Hydrolysat abgelesen. 

ITT. Zu 0,8 u. 1 eem 0,17 Gig. 70 695100 100 67,5 Schwichere Serie 
Th-Lisung wurde Puffer- 69.5 94 98 100 61.5 Stirkere Serie 
losung bis zum Vol. 11 cem 
zugesetzt und danach 
hydrolysiert. Doppelpro- 
ben aus jeder Serie fiir 
jede Hydrolysezeit. 

IV. Nucleoproteid aus Pan- 100 95 7 | #2 #31 


kreas mit 5% P, Kongo 


+ (HC), hydrolysiert mit 
6cem Pufferlésung, davon 
1.5cem zur Analyse. 
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Aus Tabelle II] ist zu ersehen, dal die Hydrolvyse rasch ein Maximum 
erreicht, und daB das Hydrolyseprodukt, das die Farbreaktion bedingt 
sodann bei fortgesetzter Hydrolyse ziemlich rasch zerstort wird. Auber 
dem ist ersichtlich. dab das farbenbedingende Hydrolyseprodukt um 
so rascher zerstért wird, je starker der Sauregrad ist, bei dem die Hydro 
lyse erfolgt. Die Versuche II] und IV, wo die Hydrolyse bei demselben 
Sauregrad vor sich ging. zeigen, dab die organischen Substanzen 
die in Versuch IV neben Thymonucleinsaure vorhanden sind, so ein- 
wirken, daB der Hydrolyseverlauf hier dem im reinen Thymonuclein- 
siurepraparat nicht vollstandig parallel geht. Nach dem Maximum 
geht die Zerstérung des farbbedingenden Hydrolyseproduktes im 
Versuch IV etwas langsamer als in Versuch III, aber die Maxima 
fallen ziemlich gut zusammen. Es ist zweckmabig, eine Hydrolysezeit 
von 23, Minuten anzuwenden Dab auch ein geringfiigiger Unter 
schied in der Ausfiihrung der Hvdrolyse von Bedeutung ist, geht aus 
folgendem Vergleich zwischen zwei Standardserien hervor, die gleich- 
zeitig in zwei getrennten Wasserbadern hydrolysiert wurden. In jedes 
Wasserbad wurden vier Réhren mit 1 bzw. 0.75, 0.50 und 0.25 cem 
von einer 0.17°,igen Thymonucleinsdurelésung gestellt; Vorgang 
nach Technik I], Hydrolysezeit 2%, Minuten und gleichartige Ab- 
kiihlung. Im untenstehenden Vergleich zwischen den Proben in ,, Wasser 
bad I und ..Wasserbad II* zeigt ..Wasserbad I durchweg die 
starkere Farbe, und man ersieht hieraus die Notwendigkeit. dab Proben 
die in bezug auf den Thymonucleinsauregehalt verglichen werden sollen 


in dasselbe Wasserbad gestellt werden. 


Tabelle 1V. 


Vergleich von Proben mit demselben Th-Sauregehalt. Proben in Wasser- 
bad I : Wasserbad IT. 





Menge Th-Saurelésung Verbaltnis zwischen den 
Farbenstarken 

com 

l 1,03 

0.75 1.005 

O05 1.034 

0.25 1,04 
Durchnittszahl 1.027 


Bei Hydrolyse reiner Thymonucleinsaurepraparate klarten sich die 
Proben binnen einer Minute, bei Hydrolyse anderer Praparate blieb 
meist ein Niederschlay bestehen, der abzentrifugiert oder abfiltriert 
wurde, bevor man das F. Reag. zusetzte. Ferner war zu beobachten 
daB Proben. die einer kiirzeren Hydrolyse unterzogen waren, durchweg, 
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vor und nach dem Maximum, einen mehr violetten Farbton hatten 
als die nachstfolgenden Proben mit langerer Hydrolysezeit. 

Um zu ermitteln, welche Bedeutung Variationen der zugesetzten 
Fuchsinmenge zukame, wurde eine Serie von Versuchen gemacht. 
Eine Serie Proberéhrchen wurde mit einer bestimmten Menge nach 
Technik II erhaltenen Thymonucleinsaurehydrolysats (entsprechend 
etwa 0,8 mg Thymonucleinsiure) beschickt. In den Réhrchen wurden 
dann 10 cem Pufferlésung und variierende Mengen von F.-Reag. zu- 
gesetzt. Die Resultate zweier solcher Versuche sind in Tabelle V zu 
finden, wo die zugesetzten F.-Reag.-Mengen als Bezeichnung der 
verglichenen Proben verwendet sind, und wo die Zahlen in Kolonne 3 
das Verhiltnis zwischen den Farbenstarken bezeichnet, das man be- 
kommen sollte, wenn die Farbenstarke bei einem konstanten Thymo- 
nucleinsduregehalt der Konzentration des zugesetzten F.-Reag. direkt 
proportional ware. Man sieht da eine teilweise ziemlich gute Uberein- 
stimmung zwischen den Farbenstarken und der Konzentration des 
F.-Reag. Die Versuche zeigen, dab es notwendig ist, in Proben, die 
verglichen werden sollen, die F.-Reag.-Konzentrationen gleich zu 
halten. 

Tabelle V. 


Einwirkung verschiedener F.-Reag.-Konzentrationen. 





1 2 3 


Verhaltnis zwischen den Farbenstarken 


Verglichene Proben ve a ; 
gefunden berechnet unter Berucksichtigung 


der Volumenveranderung 
0,25: 0,5 0,46 0.52 
05 :09 0,55 0.60 
0.9 :01 1,0 0,92 
1,0 :1,1 0,91 0,93 
11 :1,5 0.88 0.78 
15 :2,0 ; 0,88 O81 
20 :2,2 0,92 0,93 
22 :3,0 0,96 0,83 
0,75: 1,0 0,73 0.79 
1,0 :1,25 0,92 0,84 
1,25 : 1,60 0,82 0,82 
1,60 : 1,85 0,89 0,90 


Die Bedeutung der Wasserstoffionenkonzentration fiir die Farbe- 
entwicklung in der Fuchsinschwefligsdurereaktion geht aus folgenden 
Versuchen hervor. Gleichen Mengen desselben Hydrolysats (nach 
Technik Il) wurden 10,5 ccm Pufferlésungen von verschiedenem py 
(s. Tabelle VI) und 1 cem F.-Reag. zugesetzt. In Versuch A wurden 
zwei Parallelserien A, und A, mit verschiedener Thymolnucleinsaure- 
Konzentration gemacht. Versuch B fiillt eine Liicke in Serie A. 
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Die verglichenen Proben sind nach dem py-Wert in den Réhrchen 
benannt. 

AuBer dem in der Tabelle ersichtlichen Unterschied in der Farben- 
stirke zwischen Proben von verschiedenem py sei erwaihnt, daB die 
Farbenstarke bei py 1.2 und auch bei pg 1,6 sehr schwach war, und 
zwar bei pq 1,2 nur eben noch ablesbar. Ferner wurde ein Unterschied 
im Farbenton zwischen Proben von verschiedenem pg beobachtet, 
indem die mit niedrigerem py einen mehr blauvioletten Farbenton 
hatten als die nachstfolgenden mit héherem px. 

Wenn Proben, die auf gewdhnliche Weise ausgefiihrt waren, 
tropfenweise konzentrierte H,SO, zugesetzt wurde, sah man die ur- 
spriingliche, intensive rotviolette Farbe an Starke abnehmen, waihrend 
der Farbenton mehr und mehr blaulich wurde, bis schlieBlich nur 
ein blauvioletter Ton zuriickblieb, der bei weiterem Zusatz von H,SO, 
gleichfalls verschwand. 

Der Versuch A enthielt auch eine Parallelserie von Blindproben 
ohne Hydrolysat. Nach 20 Stunden sah man bei py 3.0 deutliche und 
bei pu 3,7 kraftige Farbung. welche hier sofort nach Zusatz von F.-Reag. 
hervortrat. 

Tabelle VI. 





Verglichene Proben Verhaltnis zwischen den Farbenstarken 


Pu Ay Ay B 

1,2:1,6 0,33 0,28 

1,6:1,8 049 0,47 

18: 2.0 0,82 
2,0:2,2 0,77 
1,8 :2,2 0,41 041 0.63 
2,2:2,.4 0,60 0,61 

2.4: 3,0 0,38 0,37 

3,0 :,3.7 ‘ 


Die Versuche zeigen. daB man bei Ausgang von gleichen Mengen 
desselben Materials und mit sonst gleichen Versuchsbedingungen 
auch darauf achten muB, nicht nur bei der Hydrolyse, sondern auch 
bei der Farbentwicklung py konstant zu halten, um eine bestimmte 
Farbenstarke zu bekommen. 

Wenn man von verschiedenen Hydrolysaten mit variierenden 
Substanzmengen ausgeht, ist es ungefahr gleichgiiltig, welchen py-Wert 
man zwischen 1,6 bis 2.5 behufs Farbentwicklung wahit. Wie schon 
hervorgehoben, wurde es indes als zweckmaBig angesehen, Puffer mit 
pu 2.0 zu verwenden, bei welchem py-Wert eine relativ kraftige Farbe 
erhalten wird, wihrend die Farbe in der Blindprobe sehr unbedeutend 
ist und keinen EinfluB auf die kolorimetrische Ablesung zu haben 


20° 











304 G. Widstrém : 


scheint. Es wurde jedoch nicht so groBes Gewicht darauf gelegt, dal} 
pu exakt 2,0 sein sollte, als vielmehr darauf, da} es in den Proben, 
die verglichen werden sollten, gleich gro} sei. Mit der zur Anwendung 
gekommenen Technik war dies im erforderlichen Grade erreicht worden 
Der Sauregrad, bei welchem die Reaktion ausgefiihrt wurde, variierte 
im allgemeinen zwischen py 1,9 bis 2,1. 

Es sei nun iiber die Resultate der Versuche berichtet, die nach 
dem Verfahren, das als Technik II beschrieben ist, gemacht wurden 
um zu ermitteln, inwieweit die Thymolnucleinsaurekonzentrationen und 
die erhaltenen Farbenstirken einander parallel gehen. Tabelle V1 


zeigt die Resultate. 





i Tabelle VII. 
Diiesces ogee a beechncte Doppelprobe Quote Quote Quote Summa: 
a Quote = 1 1,20—1,25 1,25—1,50 1,50—3,00 Vergleiche 
0 
0O— 1 12 7 1 1 21 
>1— 2 11 1 l 2 15 
>2— 3 7 6 2 15 
>3— 4 4 0 2 6 
> 4- 5 3 5 l 1 10 
> 5—10 I 2 1 3 7 
Summe Vergleiche .. . 38 21 8 7 74 
Differenz im Durchschnitt 2.06 % 2,24 % 8.72 %, 3.80 ° 2.47 


Wenn man ein Verhaltnis zwischen den Farbenstarken von 1.25 
nicht iiberschreitet, liegt die Durchschnittszahl der Abweichungen vom 
Berechneten also, wie die Tabelle VIII zeigt, zwischen 2,1 und 2.3' 

Zum kolorimetrischen Vergleich soll man nicht weniger als 0.2 
bis 0,15 mg Thymonucleinsiure verwenden. Die Farben sind bei 
diesen Mengen jedoch ziemlch schwach, und das Gebiet, in welchem 
die Farben am leichtesten ablesbar sind, diirfte zwischen 2 und 0.5 mg 
liegen. Bis zu 5 bis 6 mg geben vergleichbare Farben. 

Verdiinnung mit Puffern, um die Farben zweier Proben im Kolori- 
meter leichter vergleichbar zu machen, ist erlaubt, zum mindesten, 
wenn die Ablesung unmittelbar nach der Verdiinnung erfolgt. 

Das Vorgehen bei Bestimmung des Thymonucleinsauregehaltes in 
Nucleinsiurepraparaten wird durch folgende Versuche beleuchtet: 

Von einem Pentosenucleotid mit Thymonucleinsaurebeimengung 
wurden drei Proben von a) 13,72 mg, b) 21,3 mg und c) 17,9 mg ab- 
gewogen. Zu a und b wurde | cem Aqua dest. zugesetzt, zu c 0,5 com 
Aqua dest. und 0,5 cem 0,0213 %,iger Thymonucleinsaurelésung. Nach 
Zusatz von 2 Tropfen n/10 HCl waren alle Proben, mit Kapillarstabchen 
auf Kongopapier gepriift, deutlich kongosauer. Gleichzeitig wurde eine 
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Standardserie gemacht. in welcher die Réhrchen 1 und 2 je | ccm 
0.17 °.iger Thymonucleinsiure enthielten, die Rohrchen 3 und 4 je 
| cem 0.085 ° iger Thymonucleinsaure, die Réhrehen 5 und 6 je 0.5 com 
0.085 ° iger Thymonucleinséure — 0.5ccm Aqua dest Samtlichen 
Proben wurden je 10 cem Puffer zugesetzt, wonach sie zusammen in das 
siedende Wasserbad gesenkt, 2%, Minuten hydrolysiert und abgekihlt 
wurden. Unmittelbar vor dem Hineinsetzen von a, b und c in das 
Wasserbad wurden die noch nicht gelisten Niederschlige aufgeschwemmt. 
Nach der Hydrolyse waren a, b und ¢ triibe. Sie wurden zentrifugiert, 
worauf man %ccm klares Hydrolysat abpipettierte und mit 3 ccm 
einer Mischung aus 2 Volumen Puffer +- 1 Volumen F.-Reag. versetzte. 
%cem vom Hydrolysat in den Standardréhren wurden gleichfalls mit 
F.-Reag. versetzt 

Die Proben wurden am folgenden Tage abgelesen, a, b und c waren 
zu dieser Zeit wieder etwas triibe, weshalb sie abermals, nebst Probe 4, 
zentrifugiert wurden. Vorher war die Farbenstarke innerhalb der 
Standardserie abgelesen worden, wobei sich folgendes Verhaltnis 
zwischen den Farbenstarken ergab. 

Réhre 1:2 = 0,985; Réhre 3:4 = 1.013; Rohrée 5:6 = 0,903 
(statt 1,00). 

Réhre (1 + 2):(3+ 4) = 1.97: Roéhre (3 + 4:(5-+ 6) 1.90 
(statt 2,00). 

Beim Vergleich zwischen den zentrifugierten Proben wurden 
folgende Werte erhalten: 

b:a 1.483, Verhaltnis zwischen den Substanzmengen 1,55, 
also ein Fehler von 4,3 °,. 

b:e = 44.5: 45. 

b: Réhre 4 = 0,58, also 0,453 mg Thymonucleinsaure in 21,3 mg 
Substanz, entsprechend 2,31°, Thymeonucleinsdure im Prdparat. 

a: Rohre 4 = 0,39, also 0.332 mg auf 13.72 mg Substanz, ent- 
sprechend 2,42°, Thymonucleinsdure. 

Wenn die Menge Thymonucleinséiure auf 1 mg Substanz mit x 
bezeichnet wird, erhalt man folgende Gleichung: 

445 2132 
450 179 2 — 0.106" 


3 44.5 
in der —— das oben gefundene Verhaltnis zwischen b und c¢ ist, und 


»”» 
0,106 angibt, wieviel Milligramm Thymonucleinsiure der Probe ¢ zu- 
gefiihrt wurden. 
Lést man die Gleichung, so erhalt man: 2 0.0291, entsprechend 
2.9%, Thymonucleinsdure. Die Ubereinstimmung zwischen den Werten, 
die durch Vergleich zwischen a und b untereinander und durch Vergleich 
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dieser Proben mit Réhre 4 erhalten wurden, zeigt, dab bei dem an- 
gewendeten Verfahren die Bedingungen fiir die Verwendbarkeit der 
Reaktion in hinreichendem Grade vorhanden sind. 

Der durch Vergleich von b mit c erhaltene Wert, der, wie man 
annehmen muB, den wirklichen Thymonucleinsduregehalt am richtigsten 
angibt, ist ja deutlich héher als die beiden anderen. Die Erklaérung 
hierfiir liegt vermutlich darin, daB die Triibung, die sich in a, b und ¢ 
beim Zusatz von F.-Reag. bildete, aus ausgefilltem F.-Reag. bestand 
und da die Farbenreaktion in diesen Proben also bei einem etwas 
niedrigeren F.-Reag.-Gehalt vor sich ging als in den Standardproben. 

In den meisten Fallen wurde als bequemer, materialsparender 
und hinreichend genau betrachtet, die Proben nur mit dem Thymo- 
nucleinsdurestandard zu vergleichen. 

Wenn Doppelproben von derselben Substanz verglichen wurden, 
bestand immer gute Ubereinstimmung zwischen dem Verhiltnis der 
Farbenstarken und dem zwischen den abgewogenen Substanzmengen. 
Mitunter wurden die Proben nicht im Kolorimeter abgelesen, sondern 
nur mit dem bloben Auge mit den Standardserien verglichen. 


Zusammenfassung. 

Mit Hilfe der Fuchsinschwefligsiurereaktion ist es méglich, in 
eiweibfreien oder schwach eiweibhaltigen Nucleinsiurepraparaten den 
Gehalt an Thymonucleinsaure kolorimetrisch mit etwa 2°, Genauigkeit 
zu bestimmen. Die Bedingungen hierfiir sind, dai die Hydrolyse 
des zu untersuchenden Praparats und der zum Vergleich verwendeten 
Thymonucleinsaurelésung gleichzeitig unter genauer Beachtung der 
Hydrolysezeit und des Sauregrades im Hydrolysat (Puffer mit py 2) 
erfolgt. Zwecks Entwicklung der Farbe wird eine genau abgemessene 
Quantitat entfarbter Fuchsinlésung zugesetzt. Die fiir quantitative 
Analyse geeignetsten Thymonucleinsauremengen sind 0,5 bis 2 mg. 




















Die Basensaureverhiltnisse 
im Organismus und die Titigkeit des Magendarmkanals. 
Basensdureverhiltnisse 
beim Menschen nach der Entfernung des Magens. 


Von 
P. Asechmarin und E. Martinson. 


(Aus der Biochemischen Abteilung des Instituts fiir experimentelle Medizin, 
Leningrad). 


(Eingegangen am 2. Juni 1928.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. 


Ein ziemlich grofes experimentelles Material in der Literatur 
bezeugt, daB die Periode der Magensekretion mit einer Verschiebung 
des Basensiuregleichgewichts verbunden ist; im einzelnen wird diese 
Periode von einem Wechsel der Harnzusammensetzung deutlich be- 
gleitet. Man soll bemerken, dab der Forscher durchaus eine Korrektur 
wegen des Einflusses der Darmsekretion machen mul (wenn er experi- 
mentelle Daten schitzen will, seien es Veranderungen der Harn- 
zusammensetzung oder der CO,-Spannung in der Alveolarluft, oder 
noch andere Erscheinungen) 

Es ist leicht zu verstehen, dab die Zeiten der Sekretion der Saure 
im Magen und des Alkalis im Darmkanal und die Aufnahme (Absorption) 
aus dem Darmkanal nicht scharf getrennt sein kénnen. 

Die Aufgabe wird noch schwieriger, wenn man den Einflu} nur 
der Magen- oder nur der Darmsekretion auf mittlere tigliche GréBen, 
die den Stoffwechsel charakterisieren, zu schatzen versucht, so z. B. auf 
die Zusammensetzung eines 24stiindigen Harns. Darum bieten Tiere 
und besonders Menschen mit einem total entfernten Magen ein so 
wertvolles Material fiir den Forscher. 

Wir konnten unsere Untersuchungen bei einer Frau durchfiihren, 
der der Magen infolge eines Krebstumors entfernt war. 

Wir untersuchten hauptsichlich den Harn bei verschiedenen 
Nahrungsrationen. Aujerdem machten wir eine Reihe von Bestimmungen 
der CO,-Spannung in der Alveolarluft vor und nach dem Essen 
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Es ist bekannt, da®8 unter den verschiedenen Bestandteilen des 
Harns das Ammoniak eines der feinsten Reagenzien auf den Wechsel dex 
Aziditaét des Organismus darstellt. Es gibt eine Reihe von Arbeiten { Hassel- 
balch (1), Fiske (2), Hubbard (3)}, die ein konstantes Verhaltnis zwischen 
der Ammoniakmenge und anderen Gr6éBen feststellen. 

Um die Ammoniakwerte zu schitzen, benutzten wir vor allem 
die von Hasselbalch beobachtete Gesetzmiabigkeit, nach welcher die 
Kurve, die den Zusammenhang zwischen dem py des Harns und der 
Ammoniakzahl darstellt, sich einer Hyperbel nahert. Nach Hasselhalch 
schwankt die sogenannte reduzierte Ammoniakzahl fiir verschiedene 
normale Individuen zwischen 2.2 bis 5,5. Die Schwankungen bei ein 
und derselben Person gehen nicht iiber 5°,. Hasselbalch zeigte, dai 
bei dem azidotischen Zustande — als Folge von kiinstlichen oder natiir- 
lichen Einfliissen die Hyperbel von ihrem gewéhnlichen Verlauf 
verdrangt wird. Anders gesagt, entspricht einer jeden Stufe der Azidose 
bei ein und derselben Person eine sozusagen ihre eigene Hyperbel. 
In unseren Experimenten trat die wechselnde Aziditat der Nahrungs- 
ration als Faktor, der den Siaurezustand des Organismus veriinderte, 
hervor. Die untersuchte Person wurde wahrend drei Perioden beob- 
achtet. 

In der ersten Periode, die 7 Tage dauerte, enthielt die 24stiindige 
Menge der Nahrung einen Uberschu8 von Siuren, der beinahe 300 cem 
einer n/10 Lésung entsprach. 

In der zweiten Periode, die 16 Tage dauerte, enthielt die Nahrung 
einen Uberschu8 von Alkalien, etwa 750 ccm einer n/10 Lésung. 

In der dritten Periode, die 5 Tage dauerte, war die Aziditat der 
Nahrung etwa 650 ccm einer n/10 Lésung gleich. 





Die zweite Periode war von der ersten durch 48 Tage getrennt, 


die dritté von der zweiten durch 20 Tage. (Abb. 1, 2 und 3). 


. 
aU . Ps 
£0 2 : 
. . . 
0 e r ’ 
60} t 
B so} ] . 
ae | s 8 
S yo} a * o 
1S j 
= 30} 
20} 
, Pa] 
od a nk ee i 58 
Abb. 1. 


In der ersten sind auf der Achse der Abszissen die py-Werte, auf 
der Achse der Ordinaten die Ammoniakzahlen gerechnet. Da wir nur 
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Werte fiir 24stiindige Mengen des Harns besaBen, so konnten wir die 
Hyperbeln fiir jeden Tag nicht zeichnen. Die Abbildung zeigt aber 
deutlich, daB die Punkte der alkalischen Periode (@) zu anderen 
Hyperbeln gehéren, die niedriger und mehr nach links als die Punkte 
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Abb. 2. 


der sauren Periode liegen (()}). Wahrend der ganzen ersten Periode (©) 
blieb das py des Harns fast dasselbe (5,7). An einem der Tage der 
alkalischen Periode wurde dasselbe py beobachtet -- 5,7. Die Ammoniak- 
zahl, die diesem Tage entspricht, kann darum direkt mit der Ammoniak- 
glichen werden. Diese Zahlen “47” t 

sind: 4 fiir die alkalische Periode ~ 


zahl der ersten Periode  ver- 


Ammorgoh 
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. . el W p. sa = 
zierten Ammoniakzahlen von i: a | “J 
Hasselbalch halten, obgleich sie 56 . 
fiir 24stiindige Menge de s - ' a 
r tiindige le nge des Harns “ a \-—- 
erhalten sind. Nach den Beob- 
achtungen von Hasselbalch unter- 
scheidet sich die reduzierte Am- if a 
Soa a: ee Ee 2 
moniakzahl in einem 24 stiindigen ona orz Apr 
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zweistiindigen tiglichen Por- 
tionen nicht in dem Falle, wo das py der einzelnen Portionen 


waihrend 24 Stunden keine sehr grobe Schwankungen erduldet. Das 
folgende Beispiel kann zeigen, wie wenig das py wahrend 24 Stunden 
bei unserer Versuchsperson sich veranderte. 
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Zeit Pu 

Morgenperiode, yor dem Mittagessen. . . . 5,3 
Wahrend 3 Stunden nach Mittag ..... 5,1 
- i - vor dem Schlaf... . 5,2 
ee ee 5,3 


Man soll bemerken, dab die angefiihrten Werte sich auf das Ende 
der alkalischen Periode beziehen, d. h. zu der Zeit, wo die Pflanzen- 
nahrung tiberwog, fiir welche Hasselbalch die maximalen Schwan- 
kungen des px feststellte. 

In einer Reihe der Bestimmungen von px (die Periode der sauren 
Nahrung) vor und nach dem Mittagessen iiberschritten die px-Ande- 
rungen niemals 0,15. 

Es ist noch augenfalliger, in der dritten, sauren Periode, in welcher 
wir eine allmahliche Erhéhung der Ammoniakzahl mit einem wenig 
wechselnden pq beobachten. Mit anderen Worten, wenn wir Hyperbeln 
fiir jeden Tag zeichnen wiirden, so sollten wir eigentlich eine allmahliche 
und starke Verschiebung dieser Hyperbeln nach rechts und nach oben 
finden. Der Versuch wurde unterbrochen, bevor man das Gleichgewicht 
bei saurer Nahrung erreichte. Die Allmahlichkeit der Aziditatssteigerung 
wird durch die kurze Zeit, die die dritte Periode von der stark alkalischen 
zweiten trennt, erklart. 

In der Abb. 2 zeigt die Abszisse die Zeit in Tagen, die Ordinate 
die GréBe des py und der Ammoniakzahl. 

Um es klarer zu machen, ist auf der Abb. 3 die erste Periode durch 
einen Punkt (fiir jede Kurve) vermerkt, ebenso die zweite Periode, und 
nur die dritte Periode ist in extenso gezeichnet, weil hier das py all- 
miahlich und merklich steigt (Kurven I und IV). 

Die Kurven der letzten Abbildung zeigen deutlich den anomalen 
gegenseitigen Verlauf der Anderungen des. pg und der Ammoniakzahl. 

Hasselbalch beobachtete analoge Anomalien waéhrend der Schwanger- 
schaftsperiode, wahrend des Fiebers und in einigen anderen Fallen. 

In der Norm stellen diese Kurven annahernd ein Spiegelbild der 
einen von der anderen dar. 

Wir wollen hier noch eine Tatsache betonen: das ist eine anomal 
hohe reduzierte Ammoniakzahl bei einer mittelsauren Nahrung 
(Periode I). 


Wir werden noch zur Abb. 2 spéter zuriickkommen. 

AuBer Hasselbalch studierten spaéter noch Fiske und Hubbard die 
GesetzmaBigkeit der Verhaltnisse zwischen der Harnreaktion und jener 
anderen AmmoniakgréBe. Fiske schreibt folgendermaBen in der Zusammen- 
fassung seiner Arbeit, die in dem Journ. of biol. Chem. 41, 39, 1920 erschien: 
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Other things being equal, this ratio (the ratio of ammonia to sulphuric 
acid) rises with the Cy* but the relation is by no means constant under 
all conditions.‘ 

Die Abb. 4 ist der Abb. 2 voéllig analog mit dem einzigen Unter- 
schied, daB hier nicht Ammoniakzahlen, sondern die Relationen von 
Ammoniakzahlen zur Schwefelsiure gegeben sind. 
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In der Abb. 3 ist die Kurve II ebenso der Kurve IV mit demselben 
Unterschied analog. 

Wir kénnen sagen, wenn wir die Kurven I und II der Abb. 3 
studieren, dali die gegebenen Bedingungen derart sind, dal} die Gesetz- 
mabigkeit nicht erfiillt wird. Gewib sind die Bedingungen der drei 
Perioden nicht gleich, ob aber die Ursache der Abweichungen in dieser 
Ungleichheit liegt oder nicht, ist schwer zu sagen. Wir hoffen weiter, 
zeigen zu kénnen, dab die Ursache eine andere ist. 

Fiske sagt weiter: ,,At the same Cy, the ratio is lower the higher the 
sulphate content, and also the higher the phosphate content.‘ 

Die folgende Tabelle erlaubt, in zwei Beispielen die Bedeutungen 
von NH,/SO,,. P,O,; und SO, fiir gleiche py zusammenzustellen; in 
beiden Fallen werden die genannten Werte fiir verschiedene Perioden 


verglichen 





N(NHs,) . 10 . N(NHs5) . 10 
Periode Pu SO; SO; P,O P,Os 
I 5.7 4.8 1,76 1.62 52 
ll 5.7 2.4 O91 1,14 1.9 
Ill 5.45 5.3 1.31 1.56 44 
IV 5A5 2.3 0.88 1.45 1.4 


* Mit anderen Worten verandern sich pxy-Grébe und die Verhaltnisse 
des Ammoniaks zur Schwefelséure in umgekehrten Richtungen. 
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Wie wir sehen, verandert sich das Verhaltnis N H,/SO, in derselben 
Richtung wie die absoluten Werte von SO, und P,O,,. 

Doch im allgemeinen wird die Regel von Fiske gleich erfillt, wenn 
wir Werte in den Grenzen ein und derselben Periode vergleichen 





"a : N(NHsg). 10 . N(NHg3). 10 
Periode Pu S05 SO; P.O; P.O. 
I 5,7 5,7 1,41 _ 
5,7 53 1,63 2.1 4.6 
5,7 5.0 1.69 1,62 5,2 
5,7 4.8 1,76 1,65 5,0 
78 5.1 1,64 - . 
5,78 5,5 1,46 1.54 5,2 
Il 5,2 31 0,975 - 
5,2 2.8 1,18 1,39 2,3 
III 5.45 5,3 1,308 1,56 45 
5,45 5,7 1,200 1,44 4,7 
5,45 6,1 1118 1.35 5,0 


Beide Tabellen werden noch durch das Verhaltnis von Ammoniak 
zur Phosphorsaure erginzt. 

Hubtard kommt in seiner Arbeit zu dem Schlusse, daB die gréBte 
Ubereinstimmung im Harn zwischen der Reaktion (Cy) des Harns und der 
Konzentration des Ammoniaks existiert. 


Die Abb. 5 ist den Abb. 2 und 4 analog. 
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Abb. 5. 


In ihr sind die Veranderungen von py und die Konzentrationen von 


Ammoniak zusammengestellt. 
Die Abb.3 zeigt die verkiirzte Kurve der Ammoniakkonzen- 
tration (III). 
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Der anomale gegenseitige Gang der Kurven | und III ist deutlich 
sichtbar 

Wir wollen jetzt den detaillierten Gang der Kurven in den Abb. 2 
4 und 5 durchsehen. 

Wir sehen, daB nur wahrend der ersten Periode und ebenso nur 
wahrend der zweiten alle drei Gesetzmabigkeiten im allgemeinen erfiillt 
werden. Jedes Paar der Kurven zeigt im allgemeinen einen umgekehrten 
Gang 

In dieser Weise werden nur die Perioden der Verainderungen der 
Nahrungszusammensetzung (Cbhergang von der ersten Periode zur 
zweiten und von der zweiten zur dritten) und die Periode der Fort 
setzung der Anpassung zu neuen Bedingungen (dritte Periode) durch 
ungesetzmaBige Relationen charakterisiert. 

Man kann kaum zweifeln, da eine gemeinsame Ursache der beob- 
achteten Abweichungen von normalen Verhaltnissen statthat 

Man kénnte formal, wenn nicht nach dem Wesen der Sache (siehe 
Abb. 3), alle Abweichungen durch den anomalen Gang der pu-Ande- 
rungen erkliiren. 

Aber bevor wir eine Erklarung der pg-Anderungen bei der Ver- 
anderung der Nahrungsration zu geben versuchen, wollen wir zu dem 
anderen Teil unserer Untersuchung tibergehen, wo wir die Grobe, die 
wir Siure-Base-Differenz (4—B) nennen, bestimmten'. 

Wir verstehen unter der Saure-Base-Differenz die Differenz zwischen 
allen anorganischen, sauren Aquivalenten und allen anorganischen, 
alkalischen Aquivalenten, die sich in einer 24stiindigen Menge des 
Harns befinden. 

Fiir die Bestimmung der A—B wiire es geniigend, folgende vier 
GréBen zu bestimmen: 

1. Alle Basen [nach der Methode von Fiske (4) oder Stadie und 
Ross (5)}. 

2. SOs. 

3. Cl. 

4. Die Phosphorsiure, indem sie fiir 1,8 basisch gehalten wird. 
Wenn wir die Sauren und Basen in Kubikzentimetern einer n/10 Lésung 
ausdriicken, so kommen wir zu folgender Gleichung: 

A—B (H,SO,) (HCl) — (H,PO,) — alle Basen. (1) 

Leider waren wir, als wir unsere Arbeit anfingen, mit der Methode 
der Bestimmung aller Basen nicht bekannt. Darum bestimmten wir 


die Saure-Base-Differenz indirekt. 


1 Die GréBe A—B kann als Bilanz der anorganischen Saéuren und 
Alkalien genannt werden. 
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Wir wollen alle anorganischen Sauren, die sich im Harn befinden, 
durch A, und alle anorganischen Basen durch B, das Ammoniak durch 
NH,, die organischen Sauren durch K und freie Sauren oder, was 
dasselbe ist, die durch Titration bestimmte Aziditat (bis pg 7,4) durch 
F bezeichnen. 

Wenn alle GréBen in denselben Einheiten ausgedriickt werden, 
z. B. in Kubikzentimetern einer n/10 Lésung, so kommen wir zu 
folgender Gleichung: 

A+ K= B+NH,+F oder A—~B= NH,+ F—K. (Il) 

A—B ist nichts anderes als Saure-Base-Differenz. 

Die Gleichung (II) ware praktisch niitzlich, wenn wir eine Methode 
der Bestimmung von allen organischen Sauren, CO, eingeschlossen, 
besaBen. 

Wir benutzten fiir die Bestimmung von organischen Sauren die 
Methode von van Slyke und Palmer (6), nach welcher die Kohlensaure 
nicht mit bestimmt wird. Darum sollten wir in irgend einer Weise eine 
Korrektur fiir Kohlensaure einfiihren. 

In einem Teile der Untersuchung benutzten wir folgende Methode. 

Statt der GriBe F bestimmten wir eine andere Grébe R. Die 
Bestimmung der GréBe R werden wir an einem Beispiel klar machen. 
Das wird auch ihre Bedeutung erkliren. 

becem einer n/10 Lésung von HCl wurden zu acem des Harns 
zugesetzt. Das Gemisch wurde evakuiert, um die CO, zu entfernen. 
Nachdem titrierten wir das Gemisch mit n/20 Alkali bis zum pg 7,4. 
Es wurden z. B. wahrend der Titration mit dem n/20 Alkali c ccm 
des Alkalis erforderlich. Der Wert (c — »), auf die 24stiindige Menge 
des Harns bezogen, stellt die gesuchte GréBe R dar. 

R ist die GréBe der titrierbaren Aziditat, die (alle Sauren werden 
titriert, auBer der Kohlensaure, die entfernt ist) um die Grébe der 
Bicarbonate im Harn vermindert ist. 

Wenn wir in die Gl. (11) R statt der GréBe F einstellen, so werden 
wir dadurch von der Notwendigkeit, die freie Kohlenséiure ebenso wie 
die Bicarbonate in irgendwelcher Weise zu bestimmen, befreit. 

Zur gleichen Zeit stellten wir statt K die GréBe K,, die alle organi- 
schen Sauren auBer der Kohlensaure ausdriickt. 

A—B = NH,+ R—K,. (I11*) 


* Wenn wir in die Gleichung A + K = B+ NH, +F statt K die 
GréBe K, stellen, so vermindern wir dadurch den linken Teil der Gleichung 
um eine GréBe, die die freie ebenso wie die gebundene CO, darstellt. Darum 
kénnen wir den rechten Teil der Gleichung um dieselbe GréBe vermindern ; 
das machen wir, wenn wir statt F die GréBe R stellen, die kleiner als F 
um die genannte Gréfe ist. Unter der freien CO, wird hier der Teil der 
freien CO, verstanden, der bis zum pg 7,4 titriert wird. 
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Es ist leicht zu verstehen, daB wir, wenn wir organische Sauren 
nach der Methode von van Slyke bestimmen, eine Korrektur fiir das 
Kreatinin und die Aminosaéuren machen sollen’. 

Endlich in einem Teile der Untersuchung nur in Fallen eines 
niedrigen py (nicht tiber 5,7) wurde die Korrektur fiir die CO, und die 
Carbonate nach der Tabelle von Camble vorgenommen (fiir niedrige 
pa ist diese Korrektur recht klein). 

In einigen Fallen wurden die Aminosaéuren und Kreatinin nicht 
bestimmt. Weil die Schwankungen dieser GréBen verhaltnismabig 
klein sind, nahmen wir in den Fallen, wo sie nicht bestimmt waren, 
eine mittlere Korrektur an. 

Wir halten den Fehler in den weiter angefiihrten Werten fiir A—B 
in einzelnen Versuchen nicht fiir gréBer als — 50. Fiir mittlere Zahlen 
fiir mehrere Tage ist dieser Fehler zweifellos viel geringer. 

Bestimmungen der Grébe A—B wurden bei der Versuchsperson 
ohne Magen und bei einer gesunden Kontrollperson gemacht. 


Mittlere 24stiindige GréBen von NH,, A—B und organischen Séuren in 
Kubikzentimetern einer n/10 Lésung im Harn der Versuchsperson ohne 





Magen. 
1. Periode Il. Periode Ill. Periode 
NH, Mittel fiir 5 Tage Mittel fiir die ersten Mittel fiir 5 Tage 
604 De SS a oo ee 457 
Far den 5.Tag . . . 231 


Mittel far 15 Tage . 210 
» die letzten 


5 Tage. ee 
A—B Mittel fir 5 Tage Mittel fiir die ersten Mittel fir 5 Tage 
590 Swe. sc ke 472 
Fir den 5.Tag . . . 254 
Mittel fiir 15 Tage . 239 
‘ » die letzten 
Ss. Saar 
Organische Mittel fir 5 Tage  Mittel fiir 5 Tage . 172 Mittel fir 5 Tage 
_Sauren 245 Fir den 5. Tag . 212 252 
(Korrektar) Mittel far 15 Tage . 169 
” » die letzten 
> ae 


1 Eine parallele Bestimmung der GréBe A—B nach der Gleichung I 
und III gab naheliegende Werte (eine noch nicht publizierte Arbeit ge- 
meinsam von A. A. Bilida und E. A. Wladimirowa). 
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Die Verénderungen des NH,, A—B und der organischen Saéuren beim 
Ubergang von einer Periode zur anderen}. 





Il. Periode 


‘ ’ > 
_s'ItPeriode > ThPerinde ‘(15 Jetaten Tage) 
(die 5 ersten Tage) (15 Tage) 6 Tage). ” 
Veranderungen von NH; . 296 — 394 + 308 
A—R 226 — 361 +- 326 
= ie orga- 
nischen Saéuren ... . — 73 76 + S84 


Die Werte der ersten Kolumne sind geniigend, um zu erkliren 
warum das pq beim Ubergang von der ersten Periode zur zweiten 
nicht stieg. 

Die benutzte Methode ist (im ganzen) nicht genidgend fein, um die 
quantitativen py-Anderungen, dazu noch recht kleine, zu erkliren 


Was den Ubergang von der zweiten Periode zur dritten betrifft. 
geniigen die Zahlen der dritten Kolumne, um die in diesem Versuch 
beobachtete Erniedrigung des py zu erklaren. 

Die Aufmerksamkeit wird durch den Umstand geweckt, dal der 
Wert der Siure-Base-Differenz, sogar an dem 15. Tage einer stark alka- 
lischen Diat, nicht negativ wird, sondern ziemlich hoch positiv bleibt. 


Es schien ganz natiirlich, zu denken, dab die Ursache des anomalen 
Verlaufs von py waihrend der drei Perioden in einer anomal hohen Grobe 
der Saure-Base-Differenz in der alkalischen Periode liegt. 


Um eine solche Erklarung dieser Erscheinung festzuhalten, werden 
wir weiter das Resultat eines analogen Versuchs mit einem normalen, 
gesunden Menschen anfiihren. 


1 Wir halten es fiir nétig, eine Erklérung fiir die groBen Zeitintervalle 
zwischen den einzelnen Perioden zu geben: Zweifellos ware es richtiger, 
die Untersuchung ohne Unterbrechung zu fiihren. Ursachen technischen 
Charakters erlaubten uns nicht, dies zu erfiillen. Doch besitzen wir Harn- 
analysen fiir kiirzere Zeitintervalle, wo der Harn unvermittelt vor der 
Diaétanderung und in den folgenden Tagen untersucht wurde. Diese kurzen 
Versuche wurden nicht in vollem Umfange durchgefiihrt, darum fiihren 
wir sie nicht an, doch wiederholen sie véllig die Haupterscheinungen bei 
dem Ubergang von einer Diét zur anderen, die im Text beschrieben sind, 
ein starker Fall von py des Harns beim Ubergang zur alkalischen Diaét und 
eine langsame Erniedrigung der titrierbaren Aziditét und des Ammoniaks. 
Was die I. Periode betrifft, so soll bemerkt werden, da8 die Diaét dieser 
Periode nach der GréBe ihrer Aziditét nahe bei der gewéhnlichen Diat 
der Versuchsperson, unabhaingig vom Experiment, liegt. Die Untersuchung 
des Harns vor 5 Tagen vor dem Anfang der alkalischen Diaét gab Werte, 
die den Werten der I. Periode entsprechen. 
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Die Werte, die fiir die Kontrollperson — die etwa um 9 kg mehr 
als unsere Kranke (52 kg) wog — gefunden wurden, sind fiir das Gewicht 
von 52 kg umgerechnet. 


Mittlere 24stiindige Werte fiir NH,, A—B und organische Saéuren, in Kubik- 
zentimetern einer n/10 Lésung ausgedriickt, im Harn der Kontrollperson. 





I. Mittelsaure Nabrung Il. Alkalische Nahrung 
gn Pea ee 586 Mittel aus 5 Tagen 231 
Der 5. Tag 118 
oe a a 664 Mittel aus 5 Tagen 12 
Der 5. Tag — 208 
Organische Sauren. . . 205 Mittel aus 5 Tagen 231 
Der 5. Tag 266 
Se a Fe 6,00 6,55, 6,5, 6,7, 6,7, 7,0 


Die Veranderungen von NH,, von A—B und von organischen Séuren 
wahrend des Ubergangs zur alkalischen Diat: 


Verfnderungen von NH, ........... 355 
a GE wr 6 es ow ee wl es 652 
» oOrganischen Séuren .... + 26 


Die angefiihrten Werte sind derart, dab die py-Steigerung beim 
Ubergang zur alkalischen Diit vorkommen sollte. 

Wenn wir diese Werte mit denen fiir unsere Kranke ohne Magen 
vergleichen, so wird die Aufmerksamkeit vor allem auf die Ver- 
schiedenheit der Veranderungen der GréBe A—B gelenkt. 

Wahrend bei der magenlosen Kranken die A—B-Herabsetzung 
im Mittel wahrend 5 Tagen 226 Einheiten gleich ist, bildet dieselbe 
bei der Kontrollperson 652 Einheiten. 

Wiahrend des fiinften Tages der alkalischen Diat scheidet die Kranke 
durch die Nieren einen Uberschu8 an anorganischen Sauren aus, der 
gleich 2/4 Einheiten ist; die gesunde Versuchsperson wahrend desselben 
fiinften Tages scheidet einen Uberschu8 an Alkalien, gleich 208 Ein- 
heiten, aus. 

Bei der Kontrollperson wechselt die Saure-Base-Differenz ihr 
Vorzeichen schon am vierten Tage, bei der Magenlosen scheiden die 
Nieren noch am 15. Tage einen Uberschu8 an Sauren aus. 

Ware die Dauer des Versuchs (auf alkalischer Diat) 2 bis 3 Tage, 
so kénnten wir an eine Alkalienzuriickhaltung denken'. Ein Versuch, 


1 Die GréBen der CO,-Spannung in der Alveolarluft, die am Ende 
der alkalischen Periode bestimmt wurden (s. unten), ebenso wie die sehr 
langsame Steigerung des pq des Harns im Versuch mit einer Na-Bicarbonat- 
gabe, erlauben nicht, eine Alkalienzuriickhaltung auszuschlieBen. Wir 
zweifeln aber, ob diese Zuriickhaltung die dauernd hohen Werte der Saéure- 
Basendifferenz im Harn erklaren kénne. Die Frage kann nur mit Hilfe 
einer Faézesanalyse entschieden werden. 
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der 15 Tage dauert, macht diese Erklirung nicht haltbar. Auch das 
Gewicht der Kranken spricht dagegen. 

Es ist nur eine Ausscheidung der Alkalien durch den Darmkanal 
anzunehmen. 

Zum SchluB fihren wir die Resultate der Bestimmungen der CO,- 
Spannung in der Alveolarluft, vor und nach dem Essen, an, und die 
Versuche mit der Alkalizuriickhaltung nach van Slyke!. 

Wie die Abb. 6 zeigt, wird nach dem Essen eine scharfe Herab- 
setzung der CO,-Spannung beobachtet? 














Abb. 6. 
Abszissenachse: Zeit in Stunden. Ordinatenachse: C O.-Spannung in Millimetern 
einer Quecksilbersaule. 


Wenn wir annehmen, da’ die Reizbarkeit des Atemzentrums 
konstant bleibt, so spricht der Fall der CO,-Spannung fiir eine Ver- 
minderung der Konzentration der Bicarbonate im Blute, was seinerseits 
durch eine steigernde Pankreas- und Darmsekretion, deren Einflub 
durch die ausbleibende Magensekretion nicht vermindert wird, erklart 
sein kann. 

Die Abb. 6 enthalt auch die Kurve des py des Harns. Der maximale 
Fall von py = 0,2. Auf den ersten Blick ist ein so kleiner Fall nicht 
verstiindlich. Aber, wenn man bedenkt, dab bei unserer Kranken das 
NH, des Harns nach dem Essen steigt, so wird der kleine Wert der 
pu-Herabsetzung verstandlich. Dasselbe gilt auch fiir Falle mit Achylie. 

Der Versuch der Zuriickhaltung der Alkalien wurde in folgender 
Weise ausgefiihrt: 

Anfang des Versuchs niichtern. NaHCO, wurde jede halbe Stunde 
in der Menge von 2g mit 100 ccm H,O eingenommen. px jede halbe 
Stunde bestimmt. 


1 Der Versuch fand am Ende der alkalischen Periode statt. 

2 Wir finden in der Arbeit Fiskes (9) einen Hinweis auf eine Arbeit 
von Dodds, nach welcher der letztere die Steigerung der CO,-Spannung 
in der Alveolarluft, die gewéhnlich nach dem Essen vorkommt, bei einem 
Menschen ohne Magen nicht beobachtete. Ungliicklicherweise konnten 
wir die Arbeit Dodds im Original nicht haben und wissen nicht, ob in dem 
untersuchten Falle eine Herabsetzung der CO,-Spannung stattfand. 
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Vor der Einfiihrung von NaHCO, ist px gleich 5,3. Nach 3 Stunden, 
d. h. nach der Einfithrung von 12 g NaHCO,, stieg das py bis zu 7,5. 
Folgende Zahlenreihe zeigt die py-Anderungen wihrend des 
Versuchs: 
(vor) 5,3 53 53 55 605 60 7,5. 


Nach van Slyke sind im Mittel 5 bis 10g NaHCO, geniigend, 
um das py bis zu 7,4 zu heben. Der Wert 12 (g NaHCQO,), besonders 
da die Kranke nur 52 kg wog, liegt zweifellos auBerhalb der normalen 
Grenzen. 

Keine Niereninsuffizienz wurde bei der Kranken beobachtet. 

Jetzt werden wir unsere Beobachtungen zusammenstellen und sie 
in einen Zusammenhang mit der Abwesenheit des Magens bei der 
Versuchsperson zu stellen versuchen. 


Schliisse und Besprechung. 

Die Beobachtungen sind folgende: 

1. Eine reduzierte Ammoniakzahl, die die Norm iibertrifft wahrend 
der ersten, mittelsauren, Periode. 

2. Eine Herabsetzung des py des Harns beim Ubergang zu einer 
stark alkalischen Diat. 

3. Sehr hohe Werte der Saure-Base-Differenz im Harn wiahrend 
der alkalischen Periode. 

4. Ein Fall der CO,-Spannung in der Alveolarluft nach dem Essen. 

5. Eine ziemlich hohe Menge von NaH COs, die fiir die Steigerung 
des py des Harns nétig ist. 

Die hohe Ammoniakzahl kanr durch die Abwesenheit des Magens 
erklart werden, dessen Sekretion,’ wie bekanrit, einen der stiirks"en 
Faktoren darstellt, die die Bildung und Ausscheidung von Ammoniak 
herabsetzen. Bei mehreren Nahrungsaufnahmen wahrend des Tages 
wird ein groBer Teil von 24 Stunden durch die Magensekretion besetzt, 
was in der Norm zu einer bedeutenden Herabsetzung der Bildung und 
Ausscheidung des Ammoniaks fiihrt. Darum sollen wir bei der Ab- 
wesenheit des Magens eine umgekehrte Erscheinung beobachten, 
d. h. eine erhéhte N H,-Ausscheidung und eine anomal hohe reduzierte 
Ammoniakzahl. 

In der Norm steigt das py des Harns wahrend der Magensekretion, 
zur selben Zeit wird die Ammoniakausscheidung vermindert. Es ist 
auBerdem bekannt, daB nach dem Essen die Ausscheidung der anor- 
ganischen Alkalien durch die Nieren steigt. Darum spricht A. Loeb (10) 
in seiner Arbeit: ,,UCber den EiweiBSstoffwechsel des Hundes usw." 
folgendermaBen: ,,... der Kérper in den Verdauungsperioden 
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(1 bis III) mit seinem fixen Alkali gewissermaBen verschwenderisch 
umgeht*. 

Wenn wir drei Erscheinungen zusammenstellen: 1. die Steigerung 
des pu, 2. die Herabsetzung des NH, und 3. die Steigerung der an- 
organischen Alkalien im Harn nach dem Essen, so wird es klar, daB in 
der Periode der Magensekretion die Saéure-Base-Differenz in der Norm 
vermindert ist. 

In der Abwesenheit des Magens steigt das py des Harns nach dem 
Essen nicht', der N H,-Gehalt ist nicht herabgesetzt? und es gibt keine 
Ursache, eine erhéhte Ausscheidung der anorganischen (fixen) Alkalien 
anzunehmen®. Es scheint, als ob man hier eine der Ursachen der 
anomal hohen Werte der Saure-Basen-Differenz im Harn wahrend 
der alkalischen Periode sehen kann. Was die Rolle der alkalischen Diat 
betrifft, so hilft sie wahrscheinlich nur einer Erscheinung, welche 
auch bei anderen Rationen statthat, deutlicher zu werden. 

Es ist notwendig, zur selben Zeit vorzusetzen, daB ein Uberschub 
an anorganischen Alkalien, welcher durch die Nieren nicht ausgeschieden 
wird, oder durch den Darmkanal entfernt, oder im Organismus zuriick- 
gehalten wurde; dabei kann man diese UberschuBausscheidung der 
Alkalien durch den Darm ebenso wie ihre Zuriickhaltung im Organismus 
als eine Erscheinung betrachten, welche von der ungeniigenden Aus- 
scheidung der Alkalien durch die Nieren unabhangig ist. 

Die hohen Werte der CO,-Spannung in der Alveolarluft, die am 
Ende der alkalischen Periode bestimmt wurden, sprechen fiir die 
Existenz einer Alkalianhaufung im Organismus. Die langsame Steigerung 
des py des Harns im Versuch mit der Bicarbonateinfiihrung, kann 
ebenso durch eine Zuriickhaltung der Alkalien (obgleich eine andere 
Erklarung nicht ausgeschlossen bleibt) erklart werden. Endlich die 
verhiltnismaBig niedrigen Werte der Saure-Base-Differenz im Harne 
in der dritten, stark sauren Periode, sprechen fiir eine voranschreitende 
Zuriickhaltung der Alkalien. 

Wir zweifeln aber, ob diese Zuriickhaltung die dauernd hohen 
Werte der Saure-Base-Differenz im Harn wahrend der alkalischen 
Periode erklaren kann. Wenn wir die Saure-Base-Differenz der Nahrung 


1 In einer Reihe von Versuchen gab es eine Herabsetzung des px. 

2 Wir besitzen nur eine Beobachtung der Kranken ohne Magen, wo 
nach dem Essen sogar eine Erhéhung der Ammoniakausscheidung stattfand. 
Auf dasselbe deuten auch die Beobachtungen der Achyliekranken. Die 
Untersuchungen iiber die Veranderungen der Alkalien im Harn und Blut 
der Achyliekranken in ihrem Zusammenhang mit der Nahrungsaufnahme 
haben wir begonnen. 

3 P, Heilmann beobachtete im Blute eines Kranken ohne Magen eine 
deutliche Verminderung der Blutalkaleszenz nach dem Essen. 




















Basensaureverhaltnisse im Organismus. 323 
wiahrend der ganzen alkalischen Periode mit der Saure-Base-Differenz 
des Harns wahrend derselben Periode vergleichen, so kommen wir zu 
folgendem Resultat: taglich wurde mit der Nahrung ein Uberschu8 
an anorganischen Alkalien eingefiihrt, der annahernd 750 ccm einer 
n/10 Lésung entsprach, was fiir eine Periode von 17 Tagen 12750 ccm 
einer n/10 Lésung des Alkalis bildet. 


Die Saure-Base-Differenz im Harn wahrend derselben Periode 
war etwa 4000 ccm einer n/10 Lésung der Saure gleich. In dieser 
Weise hatte der Organismus gar keine Alkalien durch den Darm aus- 
geschieden, sollte er etwa 17000ccm einer n/10 Lésung des Alkalis 
zurickgehalten haben’ Diese GréBe, in Grammen von NaHCQ, aus- 
gedriickt, ist etwa 143g Bicarbonat gleich. Von der anderen Seite 
steigt das px des Harns schon bei einer Bicarbonateinfiihrung, die 
12 g gleich ist, bis auf 7,4 (der Versuch fand statt wahrend der gewohn- 
lichen sauren Didt); mit anderen Worten, die Nieren fingen an, nach 
der Einfiihrung von 12g Bicarbonat (1430 ccm einer n/10 Lésung) 
eine sehr bedeutende Alkalimenge auszuscheiden. 


Es ist auBerdem bekannt, daB die Bicarbonateinfiihrung zu einer 
Versetzung der Phosphatausscheidung fiihrt, vom Nierenweg auf den 
Darmweg; die Einfiihrung der Sauren, zu einer pwmgekehrten Er- 
scheinung, die noch deutlicher ausgedriickt ist. Analoge Beobachtungen 
gibt es fiir den Kalk. Werden die Phosphate durch den Darm in der 
Form eines 3-Calciumphosphats ausgeschieden, so ist dies einer Aus- 
scheidung des Uberschusses von Alkalien durch den Darm eindeutig. 

Die Verstirkung der Alkaliausscheidung durch den Darmkanal 
fiir den von uns untersuchten Fall — kann auch durch einen verhaltnis- 
maBig hohen Prozentsatz der unverdauten Nahrung erklart werden. 
Wenn wir annehmen, da8 die Reaktion der Fazes sich zur neutralen 
nahert, so kann die groBe Menge der unverdauten Nahrung eine ge- 
steigerte Bindung der Alkalien hervorrufen'. 

Der verhaltnismaBig hohe Prozentsatz des im Organismus zuriick- 
gehaltenen Stickstoffs (s. die Arbeit Solowiews) spricht eher fiir eine 
Anhaufung von Schwefel und Phosphor und nicht von Alkalien. 

Gegen eine bedeutende Anhaufung der Alkalien im Organismus 
spricht auch der sehr kleine Zuwachs des Gewichtes der Kranken 
wahrend der alkalischen Periode. 

Von dem Zusammenhang des Falles der CO,-Spannung nach der 
Nahrungsaufnahme und der Abwesenheit des Magens sprachen wir 
friiher. 


' Man kann die alkalisparende Bedeutung des Ammoniaks in den 
Fazes nur vermuten. 
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Was die letzte Beobachtung im Versuch mit der Zuriickhaltung 
der Alkalien nach van Slyke (8) betrifft, so spricht, wie es scheint, ihre 
Gleichzeitigkeit mit einer hohen Ammoniakzahl und einem ziemlich 
hohen Werte der Ausscheidung der organischen Siuren (etwa 8 Ein- 
heiten fir das Kilogrammgewicht, ohne Korrektur) fiir eine Neigung 
zum azidotischen Zustande. Sei es wirklich so, so kénnte die tiber- 
schiissige Alkaliausscheidung durch den Darm fiir dies verantwortlich 
sein. 

Uber das Verhiltnis zwischen der GréGe A—B und der Alkalireserve 
des Blutes. 


Wir besitzen ein kleines Versuchsmaterial, welches dafiir spricht, 
daB die GréBe A—B sich umgekehrt der Veranderung der Alkali- 
reserve des Blutes, welches nach Barnett aus den Werten der Harnanalyse 
berechnet ist, veraindert. Die Existenz einer solchen GesetzmiaBigkeit! 
bei niedrigen py-Werten des Harns kann auch a priori erwartet werden, 
denn die Summe von NH, -+ F bildet den Ausgangspunkt bei der 
Berechnung der Alkalireserve und bestimmt zur selben Zeit die Haupt- 
gréBe der Saure-Base-Differenz. Die Schwankungen der Grobe der 
organischen Séuren sind in der Norm nicht grob. 

Wenn wir die éfters in den Versuchen gefundenen Werte der 
Alkalireserve des Blutes nach der Harnanalyse berechnen (,,59 bis 64°*), 
so wird die Herabsetzung der Alkalireserve in den gegebenen Grenzen 
(64 und niedriger) im allgemeinen durch eine proportionale VergréBerung 
der Siure-Base-Differenz im Harn und folglich von einer VergréBerung 
der Alkaliausscheidung durch den Darm begleitet?. 

Was fiir die eine oder andere GréBe der Ausscheidung des Alkali- 
iiberschusses durch die Nieren verantwortlich ist, ist a priori schwer 
zu sagen; in jedem Falle soll auch die Tatigkeit des Magendarmkanals 
im ganzen dafiir verantwortlich sein, so z. B. das Verhaltnis zwischen 
der GréBe der Siuresekretion durch den Magen und der Grobe der 
Alkalisekretion durch die anderen Teile des Verdauungskanals. 

In dieser Weise bleibt die Méglichkeit nicht ausgeschlossen, dab 
der Charakter der Magendarmtiatigkeit ein, und vielleicht nicht minder- 
wertiger, Faktor, der die GréBe der Alkalireserve des Blutes bestimmt, ist. 


1 Eine solche GesetzmaéBigkeit findet nicht immer statt. Wir hatten 
einen Fall — bei der Analyse des Harns eines Diabetikers —, wo die GréBe 
der Verminderung der Alkalireserve, aus dem Harn berechnet, nicht der 
GréBe der Séure-Basendifferenz entsprach; die GréBe A—B wurde dabei 
nach einer direkten Methode (Gleichung I), ebenso wie nach einer indirekten 
(Gleichung III) bestimmt. Eine nicht publizierte Arbeit hieriiber ist unter 
Mitwirkung von A. A. Bilida und von E. A. Wladimirowa ausgefihrt. 

2 Anders sollte man annehmen, daB die GréBe der Alkalireserve im 
Blute nur vom Charakter der Nahrung abhangt. 
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Welches der EinfluB dieses Mechanismus ist, wissen wir nicht 
und kénnen nur als Beispiel — auf Grund dieser Arbeit — auf die 
Veranderungen deuten, die durch die Tatigkeit des Magendarmkanals 
in den Saure-Basen-Verhaltnissen im Harn und folglich im Organismus 
bedingt werden. 

Methode der Untersuchung. 
pu kolorimetrisch mit den Standardlésungen von Michaelis bestimmt. 


Ammoniak nach Folin und Maccalum (12). 

Gesamtstickstoff nach Kjeldahl. 

SO, aus dem Gewicht in der Form von BaSQ,. 

P,O, mit Uranyltitration. 

Organische Séuren nach van Slyke und Palmer (6). 

Kreatinin nach Folin. 

Aminoséuren nach Sdrensen und Henriques (14). 

Titrierbare Aziditaét bis zum py 7,4 durch Titration mit dem m-Nitro- 
phenol bei der Benutzung des Komparators. 

Die Methode der Bestimmung der GréBe R und der Berechnung von 
A B ist im Text beschrieben. 

Die CO,-Spannung in der Alveolarluft wurde im Apparat von Fridericia 
bestimmt. 


Es ist uns eine angenehme Pflicht, unseren innigen Dank dem Herrn 
Prof. S. S. Salaskin fiir seine tatige und unermiidliche Aufmerksamkeit 
bei unserer Arbeit hier auszudriicken. In unserem Namen, ebenso wie im 
Namen unseres Direktors — Prof. S. S. Salaskin —, danken wir dem Herrn 
Prof. J. J. Dschanelidse fiir die Erlaubnis, die von ihm operierte Kranke 
zu untersuchen. Wir sind auch sehr dankbar der Assistentin von Prof. 
Deschanelidse, Dr. E. N. Stepanowa; denn ohne ihre Hilfe ware es unméglich 
gewesen, eine strenge Diat der Kranken durchzufiihren, und das Material 
fiir die Untersuchung zu erhalten. 
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Die Ernihrung der Ferkel mit saurer Molke. 


Von 
J. Zaykowsky und W. Iwankin. 


(Aus der zootechnischen Versuchsstation Detskoje Selo, Agronomisches 
Institut zu Leningrad.) 


(Eingegangen am 2. Juni 1928.) 


Im Jahre 1925/26 wurde an unserer Versuchsstation fiir experi- 
mentelle und Produktionszwecke eine vergleichsweise grobe Menge 
von Kefirkérnern kultiviert. Fiir die Okonomie der Milch, die fiir 
die Kultivierung der Kérner nétig ist, wurden diese nicht wie ge- 
wohnlich in Magermilch, sondern in siiber Molke, die nach der 
Kasebereitung immer an der Station bleibt, geziichtet. Diese Ver- 
wendung von Molke an Stelle von Milch iibte auf das Wachstum 
der Kefirkérner nicht den geringsten EinfluB8 aus; dies brachte uns 
daher unwillkiirlich auf den Gedanken, diese Molke weiter zu benutzen 
unter der Voraussetzung, da sie vitaminreich ist. Wir entschlossen 
uns, in einem Versuch diese nunmehr saure Molke an Ferkeln zur Zeit 
ihres Wachstums zu _ priifen. 

Fiir den Versuch dienten zwei Gruppen von Ferkeln, die gleiches 
Alter und ungefahr gleiches Gewicht besaBen. Die Veranderung des 
Gewichts der Tiere wihrend der letzten Woche vor dem Versuch ist 
aus Tabelle | zu ersehen. 

Tabelle 1. 





1. Gruppe 2. Gruppe 
Datum — - $<. 
Nr. 116 Nr. 125 Nr. 113 Nr. 123 
2. IX. 26,80 26,00 32,09 26,00 
9. IX. 82.00 28,00 37,35 28,80 
12. IX. 35,30 29,50 39,40 80,05 
Gewicht der 
Gruppe . 64,80 69,45 


Wiahrend dieser Periode erhielten die beiden Gruppen die gleiche 
Futterration, die fiir jede Gruppe aus 0,4 kg Leinkuchen, 1,0 kg Weizen- 
kleie, 0.4 kg Hafer und 20 kg siiBer Molke taglich bestand. In den 
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letzten drei Tagen vor Versuchsbeginn wurde der ersten Gruppe der 
Ferkel in nach und nach steigenden Mengen anstatt der siiben Kase- 
molke eine saure gegeben, so dab die Ferkel dieser Gruppe am ersten 
Tage des Versuchs 10 kg saurer und 10 kg siiBer Molke bekamen. Um 
die Ferkel infolge der Aufnahme einer groBen Menge der stark sauren 
Molke vor einer méglichen Magenstérung zu bewahren, wurde zu 
letzterer kohlensaurer Kalk in einer Menge von 40g taglich fiir eine 
Gruppe hinzugefiigt. In der ersten Periode des Versuchs war die Futter- 
ration beider Gruppen folgende: 








Tabelle II. 
Molke 
Leinkuchen Weizenkleie Hater —$—$__________ CaCO, 
Gruppe sube saure 
kg kg kg kg kg g 
1 0,4 1,0 04 10,0 10,0 40 
2 0,4 1,0 0,4 20,0 40 


Diese Ration haben die Ferkel vom 14. bis zum 19. September 
bekommen. Infolge der Gewichtszunahme der Ferkel wurde die Ration 
erhéht und vom 19. bis 23. September erhielt jede Gruppe folgende 





Ration: 
Tabelle Ill. 
Molke 
Leinkuchen | Weizenkleie Hater - CaCO, 
Gruppe suBbe saure 
kg kg kg kg kg x 
0.8 1,2 C4 10,0 10,0 40) 
2 0,8 1,2 0,4 20.0 “a 40 


Die Zunahme des Gewichts wahrend dieser Periode ist aus Tabelle IV 














ersichtlich. 
Tabelle IV. 
1. Gruppe 2. Gruppe 
Datum meena scm oa EEN 
Nr. 116 Nr, 125 Nr. 113 Nr. 123 
12. IX. 35,30 29.50 39,40 80.05 
14. IX. 87,40 29,30 40,02 31,40 
18. IX. 35.80 30,70 42,20 32,20 
19. IX. 36,40 30,90 43,20 32,70 
20. IX. 38,20 32,59 45,70 35,00 
21. IX. 39,50 32,40 47,10 36,50 
22. IX. 39,90 33,00 46,00 35,50 
3 tag. Mittel 39,20 32,63 46,27 36,00 
Zunahme . 3,90 3,13 6,87 5,95 
7,03 12,82 
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Wie aus der Tabelle hervorgeht, hat diejenige Gruppe, die keine 
saure Molke bekommen hatte, wihrend 10 Tagen um 5,79kg mehr 
an Gewicht zugenommen, d. h. also diejenige, die nur siibe Molken 
erhalten hatte. Da es schwierig war, dies ausnahmslos dem Einflu8 
der sauren Molke zuzuschreiben, um so mehr, als die erste Gruppe, 
die saure Molke bekommen hatte, vorher auch etwas im Gewicht 
zuriickgeblieben war, schritten wir zu einer Wiederholung des Versuchs, 
doch sollte diesmal die saure Molke an die kraftigere zweite Gruppe 
verfiittert werden. 

Die Futterration beim zweiten Versuch war folgende: 








Tabelle V. 
Molke r . o4 ty 5x 
‘ Leinkuchen Gerstenmehl —— = ——— Vom 24. 1X. bis 5. X. 
Gruppe sube saure CaCO; 
kg kg kg kg g 
1,0 22 20.0 80.0 
2 1,0 2,2 10,0 10,0 80,0 


Das Futter wurde infolge zeitweiligen Mangels des zuvor gebrauchten 
verandert und die Menge des Calciumcarbonats erhéht, da die Ferkel 
die saure Molke lieber mit CaCO, getrunken hatten. Die Gewichts- 
zunahme wahrend dieser Periode ist in Tabelle VI wiedergegeben. 


Tabelle VI. 











1, Gruppe 2. Gruppe 
Datum - EE ee eee oon mes = @ meas 
Nr. 116 Nr. 125 Nr. 113 Nr. 123 
24. IX. 43.0 85.5 47,7 36.7 
26. IX. 45,7 36.5 49.0 38,2 
28. IX. 46.5 38,2 51.5 39,5 
30. IX. 46,0 40.5 54.9 41.4 
am «A 49,0 42,7 54.7 42.9 
hee * 52,0 43,0 55.5 44.4 
a 4 53,0 44.0 57,0 45,0 
& &. 53.5 44.0 57,2 45.5 
3 tag. Mittel 52.83 43,66 56.56 44.96 
Zunahme . 13,63 11,03 10,29 8.96 
24.66 19,25 


In diesem Versuch nahm die mit saurer Molke ernihrte Gruppe 
wieder weniger an Gewicht zu als die Kontrollgruppe, namlich um 
5,41 kg, obwohl sie bis dahin die erste Gruppe iibertroffen hatte. Man 
konnte also jetzt annehmen, dab die saure Molke einen hemmenden 
EinfluB auf das Ferkelwachstum ausiibt. Die Ursache dieses schadigen- 
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den Einflusses der sauren Molke kénnte in dem Fehlen des Zuckers 
in der Molke liegen, da dieser durch die Mikroorganismen verbraucht 
wurde. Infolgedessen sollte der Nahrwert der sauren Molke geringer 
als derjenige der siiben sein. Ein Teil des vergorenen Zuckers wurde 
durch einen groBen Gehalt an Mikroorganismen, hauptsiachlich von 
Hefe, ersetzt, aber diese Kompensation konnte nicht kontrolliert werden. 
Daher war es erforderlich, einen Versuch anzusetzen, bei dem alle 
Tiere die gleiche Nahrung bekamen. Eine Gruppe sollte auBerdem 
noch den Bodensatz der Molke erhalten, der hauptsachlich aus eiweib- 
reichen Stoffen, wie z. B. Hefe, besteht. Hierdurch sollte folgendes 
bewiesen werden: erstens dab die Ursache des hemmenden Einflusses 
der sauren Molke auf die Abwesenheit der Kohlehydrate zuriick- 
zufiihren ist, und zweitens zu erklaren, ob der vitaminreiche Hefe- 
bodensatz eine férdernde Wirkung auf das Ferkelwachstum ausiibt. 
Der Bodensatz wurde durch Zentrifugieren der sauren Molke gewonnen 
Der Versuch wurde mit denselben Ferkeln ausgefiihrt. Wahrend des 
Versuchs vom 9. bis 22. Oktober erhielten die Ferkel folgende Futter- 
ration: 





Tabelle VII. 
Leinkuchen Hafer Gerstenmeb! Molke Niederschlag CaCO, 
Gruppe i : ; 3 
kg kg | kg kg £ £ 
1 1.0 0.8 2.4 20.0 80 80 
2 1,0 08 24 20,0 — 80 


Die Gewichtszunahme ist aus Tabelle VIII ersichtlich. 


Tabelle VIII. 

















1. Gruppe 2. Gruppe 

Datum a - ne megammenes | . — - a 
Nr. 116 Nr. 125 Nr. 113 Nr. 123 
3tag. Mittel 54,06 44,83 60,48 46,86 
9. X. 55,20 46,00 63,50 49,70 
2 57,20 47,80 62,00 49.70 
14. X. 58,90 48,40 64,90 * §2,90 
16. X. 59,00 48,50 64,90 51,50 
18. X. 60,00 49,00 66,00 52,00 
20. X. 62.00 50,00 68,00 53,50 
a. a 62,50 50,50 67,50 53,90 
23. X. 63,00 51,00 67,90 54,00 
3 tag. Mittel 62.50 50,50 67,80 53,80 
Zunahme . 8.44 5,67 7,34 6,94 

14,11 14,28 


Aus den Zahlen dieser Tabelle ergibt sich, daB mit Unterbrechung 
bei Zugabe der sauren Molke die Gewichtszunahme bei beiden Gruppen 
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in gleicher Weise verlauft, und man bemerkt keinen EinfluB des Molken- 
bodensatzes auf das Wachstum der Ferkel. Der Versuch wurde derart 
wiederholt, dal jetzt die zweite Gruppe den Molkenbodensatz bekam. 
Der Versuch dauerte vom 23. Oktober bis 6. November; die Tiere 
erhielten folgende Futterration: 


Tabelle IX. 





~ Leinkuchen Gerstenmehl Molke Niederschlag CaCO; 
Gruppe : 
kg kg kg x r 
| 1,0 3,6 20,0 — 80 
2 1,0 3.6 20.0 80 80 





In Tabelle X finden wir die Gewichtszunahme der Ferkel wahrend 


dieser Periode. 














Tabelle X. 
1. Gruppe 2. Gruppe 
Datum . — —_— 

Nr. 116 Nr. 125 Nr. 113 Nr. 123 

3 tag. Mittel 62,5 50,5 67,8 53,8 

23. X. 61,5 51,0 69,0 54,5 

25. X. 62,0 51,0 70,5 55,5 

28. X. 64,0 53,5 71,0 55,5 

30. X. 63,5 52,5 72,0 58,0 

1. XI. 66,0 53,5 73,0 58,5 

4. XL. 67,5 56,0 76,0 61,0 

5. XI. 68,9 56,0 75,7 61,5 

6. XI. 70,0 57,0 76,5 62,0 

Stag. Mittel 68,80 56,33 76,06 61,5 

Zunahme . 6,30 5,83 8,26 7,70 

12,13 15,96 

Die zweite Ferkelgruppe, die wahrend dieser Periode den Boden- 
niederschlag bekommen hatte, nahm an Gewicht ‘etwas mehr als die 
Kontrollgruppe zu; zur Entscheidung dariiber, ob hier die Nieder- 
schlagszunahme eine Rolle spielt, wurde ein dritter Versuch angesetzt, 
bei dem der Niederschlag wieder der ersten Gruppe gegeben wurde. 
Die Ration, welche die Ferkel wahrend dieser Periode erhielten, und 


die Gewichtszunahme sind aus den Tabellen XI und XII ersichtlich. 





Tabelle XI. 
Leinkuchen Gerstenmehl Molke Niederschlag CaCO; 
Gruppe 
kg kg kg g g 


1,0 5.0 20.0 80 80 
0 5.0 20.2 — 80 


1 
2 
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Tabelle XII. 

















1. Gruppe 2. Gruppe 
Datum —_ ee r —_ 
Nr. 116 Nr. 125 Nr. 113 Nr. 123 
3tag. Mittel 71,5 57,46 80,33 66,33 
7 aan 70,0 57,0 78,4 63.5 
a. 71,5 57.9 80,0 67,0 
11. XI. 73.0 59.5 $1.0 67,3 
13. XL 74.0 60.0 82.5 68.0 
15. XL. 75.0 60,0 83,0 68.0 
ee 76.3 61,0 83.5 68.5 
i am 78.0 61.5 87.0 70,0 
ai. Zi. 79.4 63.5 87,7 71,2 
1. XII. 99,0 74,0 101,0 83,0 
3. XI. 91.5 75.0 104.5 86.0 
5. XU. 91,5 75,0 105,0 88,0 
7. XII. 92.5 76.0 105.0 88,0 
8. XII. 92,0 77,0 195.5 89,0 
9. XII. 93,0 76,5 106,0 89,0 
3tag. Mittel 92.5 76.5 105.5 88,66 
Zunahme . 21,0 19,04 25.17 22.33 
40,04 47,59 


Der Versuch dauerte vom 7. November bis 9. Dezember, d. h. 
einen Monat. Wie aus Tabelle XII hervorgeht, nahmen die Ferkel, 
welche den Niederschlag bekommen hatten, an Gewicht weniger zu 
als die der Kontrollgruppe. 


In allen durchgefiihrten Versuchen war die Zunahme der Versuchs- 
ferkel nur in der vierten Periode gréBer als die der Kontrollgruppe. 
Die tagliche mittlere Zunahme an Gewicht in den einzelnen Perioden 
wird durch Tabelle XIII veranschaulicht. In dieser Tabelle ist mit 
dem Zeichen + diejenige Gruppe der Tiere bezeichnet worden, die 
wahrend der angegebenen Periode die saure Molke oder den Molken- 
niederschlag bekommen haben. 


Tabelle XIII. 





1. Gruppe 2. Gruppe 

Vor dem Versuch ecard 1,20 1,14 
Periode 1 + 0,70 1,28 
2 2,05 + 1,63 

3 + 1,07 1,20 

4 0,81 + 1,06 

5 + 1,21 1.44 


Die Gewichtszunahme verindert sich nach Perioden infolge der 
Futteranderung bei beiden Gruppen. Diesen Mangel konnte man 
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nicht beseitigen. Aber trotz dieser Schwankungen gibt sich der hemmende 
EinfluB der sauren Molke deutlich zu erkennen. Was den Molken- 
niederschlag der Kefirkérner anbelangt, so iibt er, wenn man auch 
von einer schadigenden Wirkung nicht sprechen kann, doch in keinem 
Falle irgend einen férdernden EinfluB aus. Auf Grund der erzielten 
Resultate lassen sich folgende SchluBfolgerungen ziehen: 

1. Die nach der Kultivierung der Kefirkérner erhaltene saure 
Molke drangt das Wachstum der Ferkel zuriick. 

2. Der Bodenniederschlag der sauren Molke mit feinen Kefir- 
kérnern tibt trotz seines EiweiB- und Vitamingehalts keinen positiven 
Einflu8B auf das Wachstum der Ferkel aus. 


























Die Fibringerinnung 
als Micellarkristallisations- und Agglutinationsprozeb. 


Von 


E. Hekma (z. Z. in Hoorn, Holland). 


(Eingegangen am 7. Juni 1928.) 
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I. Einleitung. 


Wenn es auch, wie A. von Haller! erwahnt, bereits der Hippokratischen 
Schule bekannt gewesen sein mag, daB sich beim Riihren oder Schlagen 
von Blut eine Fasermasse abscheidet, wahrend das nunmehr defibrinierte 
Blut fliissig bleibt, so diirften doch die Grundlagen fiir die Gerinnungs- 
forschung erst von Malpighi? und William Hewson® geschaffen worden 
sein. Von Malpighi insofern, als er innerhalb des BlutgefaéBsystems faser- 
férmige Gerinnsel, ,,Fibrae‘‘ — woher vielleicht der Name Fibrin stammen 
diirfte —, beobachtet und beschrieben hat. Von Hewson durch folgende 
Beobachtungen: 1. Das Blut, das sich in einem doppelt unterbundenen 
und aus dem Kérper entfernten BlutgefaéGstiick befindet, bleibt anfangs 
fliissig, infolgedessen trennt sich eine durchsichtige Fliissigkeit von einem 
roten Bodensatz ab. 2. Das aus einer Ader oder Schlagader strémende 
Blut kann wahrend einer langeren Zeit fliissig erhalten werden, wenn es 
mit einer bestimmten Menge eines sogenannten Neutralsalzes aus der 
Gruppe der Alkali- und Erdalkalimetalle vermischt wird, wobei sich eben- 
falls die erwa&hnte Trennung volizieht. 3. Im Gegensatz zu der letzteren 
abgetrennten Fliissigkeit gerinnt die in dem Gef&@stiick vorhandene 
durchsichtige obere Fliissigkeit sofort, wenn sie aus dem BlutgefaUstiick 
herausflieBt und eventuell in einer Schale aufgehoben wird. 4. SchlieBlich 


1 Elementa physiologiae corporis humani. Lausanne 1760. 
2 De Viscerum structura et de polypo cordis. Opera Omnia 1678. 
3 Philosoph. Transactions 60, 368, 384, 398, 1770. 
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gerinnen beide Fliissigkeiten innerhalb kurzer Zeit beim Erwarmen auf 
+ 56°C. Hewson zog bekanntlich aus seinen experimentellen Befunden 
den SchluB, daB die Blutfliissigkeit eine gerinnungsféhige Substanz gelést 
enthalte, und daB die Blutgerinnung auf dem Festwerden dieser Substanz 
beruhe. 

Wie wir jetzt feststellen kénnen, miissen sich in dem natiirlichen und 
den Salzplasmata, mit denen Hewson gearbeitet hat, eine Unmenge von 
Blutplattchen befunden haben, und zwar aus dem Grunde, weil die spezifisch 
verhaltnismaéBig leichten Blutpléttchen in dem fliissig erhaltenen und 
ruhig sich selbst tiberlassenem Blute immer mit dem Plasma nach oben 
steigen. Das konnte Hewson selbstverstaéndlich nicht wissen, da die Blut- 
plattchen damals noch nicht entdeckt worden waren, aber diese — be- 
sonders auch hinsichtlich der Thrombose — wichtige Tatsache scheint selbst 
heutzutage noch nicht allgemein bekannt zu sein. Nach Malpighi und 
Hewson vollizog sich dann die weitere Entwicklung der Gerinnungsforschung 
auf der einen Seite auf dem mikroskopischen bzw. histologischen und 
biophysikalischen Gebiet, und andererseits in physiologisch chemischer 
bzw. biochemischer Richtung. 

Die erstere Richtung gipfelte in der Theorie von C. Schimmelbusch', 
da8 der Blutgerinnung ein KristallisationsprozeB des Fibrins zugrunde 
liege. Im Sinne eines Kristallisationsvorganges des Fibrins hatten sich 
auch schon éltere Forscher*? geéuBert, aber Schimmelbusch vertiigte dabei 
iiber die von ihm entdeckte Tatsache der Bildung von duBerst feinen, 
kristallahnlichen Nadelchen im héngenden Blutstropfen. Er war der 
Ansicht, daB es sich bei diesen Naédelchen um Fibrin handele, und daB 
infolge einer Aneinanderlagerung der Naédelchen in der Langsrichtung 
die Fibrinfadchen entstehen sollten. Offenbar hat Schimmelbusch nicht 
mit dem zuvor von Ranvier*® erhobenen Befund gerechnet, daB die Fadchen 
auch unmittelbar, ohne Nadelstadium, emporschieBen und wachsen kénnen. 
Ranvier sah die Fadchen von ,,Granulations anguleuses‘‘ ausstrahlen, die 
er als kleinste feste Fibrinteilchen betrachtete, und zwar ,,de la méme 
fagon, qu’un crystal de sulfate de soude plongé dans une solution du méme 
sel est le point de départ de la crystallisation“. Die ,,Granulations angu- 
leuses** sind ja dann spéter von Bizzozero* Blutplattchen genannt worden. 
Auch Bizzozero konnte eine Ausstrahlung von Faédchen von den Blut- 
pléttchen aus wahrnehmen, so daf er annahm, ohne Blutplattchen gabe 
esi keine Fibringerinnung. Dieser Satz ist jedoch nicht zutreffend, was 
ja bereits daraus hervorgeht, da®B auch die’ Lymphe, in der doch fiir ge- 
wohnlich Blutpléttchen fehlen diirften, gerinnungsfahig ist. 

Setzt man ohne weiteres voraus, daB der Blutgerinnung ein Kristalli- 
sationsprozeB zugrunde liegt, so ist es klar, daB man es bei jenem Vorgang 
mit einem ganz einfachen Proze8 zu tun haben wiirde, der sich mit 
der von Hewson vertretenen Anschauung beziiglich des Festwerdens 
einer im Plasma gelést vorhandenen Substanz sehr wohl vereinbaren lieBe. 


1 Virchows Arch. 101, 201, 1885; C. J. Eberth und C. Schimmelbusch, 


Die Thrombose 1888. 

2 Literatur bei R. Virchow, Gesammelte Abhandl. zur wissenschaft}. 
Med. 1856; II. Uber den Faserstoff. 

3 Traité technique d’Histologie 1875. 

* Virchows Arch. 90, 261, 1882; Arch. Ital. de Biol. 1, 1, 1882; 8, 


94, 1883. 
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Im Gegensatz dazu vertraten die Begriinder und Anhanger der bio- 
chemischen Richtung eine ganz andere Auffassung. FuBte doch diese 
Richtung auf der von Rudolph Virchow' inaugurierten und von Alexander 
Schmidt? und Olaf Hammarsten® weiter entwickelten Fibrinogenlehre, nach 
der das Fibrinogen als eine Vorstufe des Fibrins im Plasma gelést vor- 
handen ist. Aus dem Fibrinogen soll unter dem EinfluB des vermeint- 
lichen Fibrinferments von Alexander Schmidt, d.h. des Thrombins, das 
Fibrin entstehen. Uberdies schrieb man dabei seit Arthus und Pagés* 
gelésten Calciumsalzen eine bedeutende Rolle zu. Seit Bizzozero war 
die Entstehung des Thrombins mit den Blutpléttchen in Zusammenhang 
gebracht worden, andererseits nach den Arbeiten von A. Buchanan® und 
Alexander Schmidt mit den Leucocyten. Der von Buchanan und spiiter 
von Alexander Schmidt neu erhobene Befund, daB in an sich stabilen Trans- 
sudaten durch Blutserum sowie durch gewisse Gewebsextrakte Gerinnung 
hervorgerufen werden kann, wurde von diesen Forschern in der Weise 
zu erkléren versucht, da8 Blut- und Gewebsleucocyten eine gerinnungs- 
erzeugende Substanz liefern, die nachher in das Blutserum iibertritt. 
Der Fibrinogen-Thrombinlehre ist iibrigens vor allem durch folgende 
Ergebnisse eine feste experimentelle Grundlage zuteil geworden: Ham- 
marsten stellte aus dem Salzplasma eine reine Fibrinogenlésung her ; Alexander 
Schmidt gelang es, aus dem Blutserum das Thrombin abzuscheiden. SchlieB- 
lich konnte Hammarsten nachweisen, da®B durch Blutserum und auch 
durch Thrombin in einer reinen Fibrinogenlésung Fibringerinnung hervor- 
gerufen werden kann; dieser Vorgang wird durch Anwesenheit von Calcium 
geférdert, doch sieht Hammarsten die Mitwirkung von Kalk nicht als eine 
notwendige Vorbedingung an. Es diirfte iiberfliissig sein, an dieser Stelle 
auf die Geschichte der Gerinnungsforschung ausfiihrlicher einzugehen, 
um so mehr, als schon friiher von mir® ein Versuch in dieser Richtung 
gemacht worden ist. Im iibrigen existieren zahlreiche einander erganzende 
Monographien und Ubersichten iiber diesen Gegenstand, z. B. von P. Mora- 
witz’, E. Freund*, R. Beneke®, J. Bordet™, J. W. Pickering™. 


1 Virchows Arch. 1, 572, 1847. 

2 Die Arbeiten von Schmidt und seinen Schiilern sind unter Hinweis 
auf die Originalabhandlungen in seiner Schrift ,,Zur Blutlehre“ 1892 und 
», Weitere Beitrage zur Blutlehre“* 1895 kurz zusammengefaBt. 

’ U.a.: Nova Acta Reg. Societ. Upsaliensis 10 (Serie 3), II, 1875 bis 
1879; Zeitschr. f. physiol. Chem. 22, 333, 1896; 28, 98, 1899. 

* Arch. de Physiol. norm. et pathol. 2 (Serie 5), 139, 1890; Arthus, 
Recherches sur la coagulation du Sang. Thése de Paris 1890. 

5 Proc. Philosoph. Soc. of Glasgow 2, 16, 1844 bis 1848); The London 
Medical Gazette 1, 617, new Series 1845. 

® Intern. Zeitschr. f. physik.-chem. Biol. 2, 279, 299, 352, 1915. 

7 Die Gerinnung des Blutes, Oppenheimers Handb. d. Biochem. 2, 
2, 1908. 

® Die Gerinnung des Blutes, Handb. d. allgem. Pathol. von Krehl und 
Marchand, 2, Ab. I, 32, 1912. 

® Die Thrombose, Handb. d. allgem. Pathol. von Krehl und Marchand, 
2, Abt. IT, 130, 1913. 

10 Considérations sur les théories de la coagulation du Sang, Ann. de 
l'Inst. Pasteur 84, 561, 1920. 

1 Modern Conceptions of bloodclotting, The British Journ. of exper. 
Biol. 2, 397, 1925. The blood plasma in health and disease. London 1928. 
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Aus den angefiihrten Daten diirfte zur Geniige hervorgehen, dai 
die biophysikalische und die biochemische Richtung in der Gerinnungs- 
forschung jede fiir sich als griindlich fundiert gelten kénnen, wihrend 
sie nichtsdestoweniger schwer miteinander in Einklang zu _ bringen 
schienen. Da8 sich diese Kluft anscheinend kaum iiberbriicken lie, 
diirfte zum gréBten Teile dadurch verursacht worden sein, daB man 
das Fibringel fiir irreversibel hielt ; oder — um mit H. Nasse! zu reden — 
daB es nicht gelungen war, das Fibringerinnsel derart in Lésung zu 
bringen, daB aus einer solchen Lésung die gerinnbare Substanz un- 
verandert zuriickerhalten werden konnte. 

Vor etwa 25 Jahren ist jedoch die Reversibilitaét des Fibringels 
nachgewiesen worden, und zwar im physiologischen Institut zu Gro- 
ningen im Verlauf meiner Versuche iiber die Entstehung des Milch- 
caseins, d. h. also mehr oder weniger zufillig. Bei den betreffenden 
Experimenten wurde unter anderem als Versuchsmaterial die durch 
Schlagen von Blut gewonnene rohe Fibrinfasermasse verwendet, und 
gerade in bezug auf dieses als typisch geltende Fibrin ist die Reversibilitat 
zuerst ermittelt worden, wahrend dann spiter dasselbe an anderen 
Fibringelen festgestellt worden ist. Wird die erwahnte rohe Fibrin- 
fasermasse in eine schwache Alkalilésung (Natron- oder Kalilauge) 
oder in eine schwache Saurelésung (z. B. Orthophosphorsaure, Salz- 
sdure) derart eingetaucht, daB die Fliissigkeit zum grébten Teile von 
dem dabei in starke Quellung versetzten Fibrin imbibiert wird, so 
geht die gequollene Masse innerhalb von 8 bis 14 Tagen (Zimmer- 
temperatur) in den fliissigen Zustand iiber. Es entsteht eine stark 
konzentrierte Lésung, wahrend ein Detritusrest zuriickbleibt. Die 
gefarbte Lésung l4Bt sich nur sehr schwer filtrieren, weil die Poren 
der wiederholt erneuerten Papierfilter jedesmal nach kurzer Zeit von 
der schleimigen Fliissigkeit verstopft werden. In den alkalischen und 
sauren Lésungen — die von mir seinerzeit Fibrinalkali- und Saure- 
hydrosole genannt worden sind — kann man durch verschiedene Mittel 
einen Niederschlag erzeugen, der sich zu Flocken und Fasern organisiert. 
Es liegt diesen Gebilden ein Gewebe von mikroskopisch feinen Fadchen 
und Faserchen zugrunde. Zu jenen Mitteln gehért z. B. die Aussalzung. 
Wahrend durch eine starke Salzlésung (z. B. Chlornatrium oder Fluor- 
natrium) in dem Fibrinséurehydrosol ohne weiteres Gelbildung hervor- 
gerufen werden kann, so gelingt dies hinsichtlich des Fibrinalkali- 
hydrosols erst nach geniigender Abstumpfung der alkalischen Reaktion. 
Wird die erzeugte Flocken-Fasermasse mit Wasser gewaschen, so wird 
sie rein weiB. Sie laBt sich verhiltnismaBig leicht in schwachem Alkali 
oder in schwacher Saure lésen. Bei der Behandlung dieser Lésungen 


1 Wagners Handwérterb. d. Physiol. 1, 75, 1842. 
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nach dem Prinzip des Aussalzungsverfahrens von Hammarsten kann 
man schlieBlich eine praktisch stabile Lésung erhalten. Es ist dieses 
Sol friiher von mir als ein Fibrinsol gedeutet worden, wihrend es sich 
dabei meiner gegenwartigen Ansicht nach um ein Fibrinogensol handelt. 
In solchen Solen kann durch Blutserum oder Thrombin Gerinnung 
hervorgerufen werden, vorausgesetzt, daB sich die alkalische Reaktion 
bei den Fibrinogenalkalihydrosolen kaum geltend macht. 

Es lag anfangs der SchluB nahe, daB es sich bei der betreffenden 
fadchen- und faserchenbildenden Substanz um Fibrin handele; da 
demgemaB das Fibrin als solches in dem Blutplasma gelést vorhanden 
sein miisse, und zwar im Alkalihydrosolzustande, wahrend der Gel- 
bildungsvorgang als ein MicellarkristallisationsprozeB des Fibrins be- 
trachtet wurde. Es lie jedoch dabei die Deutung der Thrombinwirkung 
zu wiinschen iibrig, und spiter ist es mir denn auch klar geworden, 
daB es neben verschiedenen Arten von Fibringelen ein Fibrinogengel 
gibt. In den nachfolgenden Seiten mége man eine Zusammenfassung 
und teilweise Erganzung meiner diesbeziiglichen Arbeiten! erblicken. 


Il. Der Micellarkristallisationsproze8 und die Sol- und Gelzustiinde des 
Fibrinogens. 


Das Fibrinogen ist eine Substanz, der die Eigenschaft zukommt, 
in Gestalt von Nadelchen und Fadchen sowie feinen Faserchen auf- 
treten zu kénnen, wenn sie in den labilen, prazipitierten Zustand 
gebracht wird. Daf dem so ist, geht aus den folgenden, meinen friiheren 
Arbeiten (by, Cy, C3, Cy. ¢s, f) entnommenen Tatsachen hervor. 


Wird eine klare, nach dem urspriinglichen Hammarstenschen Ver- 
fahren hergestellte reine Fibrinogenlésung der Aussalzung unterworfen, 
so erscheinen im mikroskopischen Praéparat entweder kristallahnliche 
Niadelchen oder wachsende, richtige Fadchen, oder beide, abhangig von 
der Konzentration der Fibrinogenlésung. Merkwiirdigerweise sind die 
Nadelchen schirfer und staérker lichtbrechend, wenn anstatt einer Chlor- 
natriumlésung eine Fluornatriumlésung zum Aussalzen verwendet wird. 


1 a) Handelingen XIV de Nederlansch Natuur- en Geneeskundig 
Congres 1913. 

b) Verslagen d. konink. Acad. v. Wetenschappen te Amsterdam: 
b,) 16, 172, 1913; b,) 25, 671, 1916. 

c) Diese Zeitschr.: c,) 62, 161, 1914; c,) 68, 158, 204, 1914; c,) 64, 
86, 1914; c,) 65, 34, 1914; cs) 78, 370, 426, 1916; cy) 74, 63, 219, 
1916; c,) 77, 249, 256, 275, 1916; c,) 148, 105, 1923. 

d) Nederlandsch Tydschrift v. Geneeskunde: d,) 58, 309, 954, 1914; 
d,) 60, 831, 1916; d,) 62, 1386, 1918; d,) 67, 1743, 1923. 

e) Intern. Zeitschr. f. physik.-chem. Biol.: e,) 2, 279, 299, 352, 1915; 
e,) 8, 122, 1917. 

f) Chemisch Weekblad 21, 325, 1924. 

g) Arch. Néerlandaises de Physiologie 9, 67, 1924. 
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Ubrigens ordnen sich fernerhin die Nadelchen der Lange nach zu Fadchen 
und feinsten Faéserchen an. Es sind diese Fadchen und Faserchen durchaus 
weniger fein, gréber, wie die unmittelbar als solche aufschieBenden und 
wachsenden Fadchen, welch letztere andererseits fiir gewéhnlich bedeutend 
langer werden, als es die aus Nédelchen hervorgegangenen Faédchen und 
Faserchen sind. Ofters erscheinen die richtigen Fadchen nicht einzeln, 
sondern schieBen in Biindelform auf. L&8t man die Aussalzung im Reagenz- 
glas bzw. in einem Becherglas vor sich gehen, so entsteht zunéchst eine 
Opaleszenz bzw. feine Triibung, die sich allméhlich verstarkt und sich 
schlieBlich in Flocken bzw. ein zusammenhangendes, fadenziehendes Gel 
verwandelt. Ahnliche Vorgénge spielen sich bei der Aussalzung ab, wie 
sie zur Herstellung einer reinen Fibrinogenlésung aus Salzplasmata von 
Hammarsten angegeben worden ist, was sich zu erkennen gibt, wenn man 
die betreffenden Vorgaénge mikroskopisch kontrolliert. Als sehr instruktiv 
hat sich iibrigens eine Arbeitsweise ergeben, die auf ein fraktioniertes Aus- 
salzungsverfahren hinausléuft und sich kurz folgendermaBen gestaltet: 
Es hat sich ergeben, daG fiir gewisse Salze, z. B. NaF, eine Grenzkonzen- 
tration existiert. Wird diese, um das Blut fliissig zu erhalten, angewandt, 
so bleibt das Blut-Salzgemisch zur Herstellung eines Salzplasmas lange 
genug fliissig, wahrend sich andererseits in dem durch Zentrifugieren ge- 
wonnenen Salzplasma allméhlich die aussalzende Wirkung der betreffenden 
Salzkonzentration geltend macht. Das trifft z. B. zu, wenn das Blut (Pferde- 
oder Rinderblut) im gleichen Teile einer 1- bis 2° 4igen Fluornatriumlésung 
aufgefangen wird. (Bekanntlich ist eine Fluornatriumlésung bei einem 
Gehalt von etwa 3° NaF schon gesaéttigt.) Ofters bemerkt man nach dem 
Zentrifugieren eine schmale Schicht zwischen dem rohen Bodensatz und 
der Plasmaséule. In dieser Schicht findet sich ein winziges Fadchengewebe, 
in welchem eine Unmasse von Blutpléttchen und weiter Leucocyten sowie 
spaérlichen roten Blutzellen eingeschlossen sind, zum Zeichen, daB schon 
wahrend der betreffenden Prozeduren eine geringe Fibrinogengerinnung 
stattgefunden hat. Wird die dariiber befindliche klare durchsichtige Plasma- 
séiule in ein Zylinderglas gebracht, waihrend das Salzplasma bei Zimmer- 
temperatur ruhig sich selbst itiberlassen wird, so ergibt sich folgendes: Im 
Laufe einiger Stunden wird die Fliissigkeit allméhlich opalisierend bis 
schwach triibe; man nimmt einen Schimmer wahr, wenn man seitliches 
Licht durchfallen 148t. Spater nimmt die Triibung an Starke zu, wahrend 
sich diese im Laufe von 24 bis 48 Stunden in ein lockeres, in der Fliissigkeit 
schwebendes Gewebe verwandelt. Wird die Probe auch fernerhin ruhig 
stehengelassen, so hat sich fiir gewéhnlich nach etwa 1 Woche die ganze 
Fliissigkeit in einen Kuchen verwandelt. Wenn man in dem vorletzt er- 
waihnten Stadium das Gewebe von der Fliissigkeit mittels Filtrierens 
durch ein Doppelfilter trennt und die nunmehr wieder klare Fliissigkeit 
sich selbst iiberl48t, so wiederholen sich die vorher skizzierten Erscheinungen : 
Triibung, Gewebebildung, Kuchenbildung. Diese Prozedur der fraktionierten 
Gelbildung 148t sich noch mehrmals wiederholen, bis alles Fibrinogen aus- 
gesalzen worden ist; nur kommt es naturgem&8 fernerhin nicht mehr zur 
Kuchenbildung. Wird im Stadium der Triibung mit einem Glasstab vor- 
sichtig geriihrt, so wickelt sich ein zusammenhéngendes, fadenziehendes 
Gel um den Glasstab. Auf Grund der mikroskopischen Untersuchung — 
welche in casu einige Ubung erfordert — wird die anfangliche Opaleszenz 
bzw. schwache Triibung verursacht von Milliarden scharfer, glanzender, 
feiner Nadelchen, wahrend das in der Fliissigkeit schwebende Gewebe, 











en 
us 
nd 
nd 
nd 
in, 
\Z- 
ne 
ch 
re] 
rie 
on 
an 


1Is- 
t: 
n- 
It, 
ge 


ef. 
re 


en 


on 











Fibringerinnung. 339 


das sich um den Glasstab wickelnde Gerinnsel sowie der endgiiltige Kuchen 
sémtlich aus Faédchen und Faserchen zusammengesetzt sind. 

Daraus geht hervor, daB die Fadchen und Faserchen in diesen Fallen 
aus Nadelchen aufgebaut worden sind, daB dieser Aufbauvorgang in dem 
sich selbst tiberlassenen Salzplasma langsam vor sich geht und da® er 
beschleunigt werden kann unter dem EinfluB des mechanischen Momentes 
des Riihrens im Stadium der Triibung. 

L&Gt man die Vorginge von vornherein im mikroskopischen Préparat 
verlaufen, so lassen sie sich genauer studieren. Dabei ergeben sich, wie 
vorweg bemerkt sei, zwei Eigentiimlichkeiten. Einesteils diese, da® sich 
die Erscheinungen im mikroskopischen Préparat bedeutend rascher ab- 
spielen als im Reagenz- bzw. Zylinderglas, was auf einen Einflu8 eines 
mechanischen Momentes (innigere Beriihrung mit einer rauhen Oberflaéche, 
d. h. hier Objekt- und Deckglas) hinweisen diirfte. Und andererseits jene, 
da8 man im mikroskopischen Préparat fast ausnahmslos neben Naédelchen 
auch sofort als solche aufschieBende und wachsende richtige Fadchen zu 
Gesicht bekommt. Ubrigens geht der AufbauprozeB der Fadchen aus 
Nadelchen sowohl in diesem wie in den vorher erw&hnten Fallen folgender- 
maBen vor sich. Es hangen sich die Nadelchen mit ihren zugespitzten 
Enden aneinander, etwa nach Art von magnetischen Eisensplittern; an- 
fanglich ist dieser Kontakt ein sehr lockerer, wird jedoch fernerhin ein 
innigerer, bis schlieBlich ein fadchenférmiges Produkt entsteht, in dem 
sich von den zusammensetzenden Nédelchen keine Spur mehr wahrnehmen 
l4Bt. Die Faserchen bilden sich wie folgt aus. Es tritt eine gréSere Anzahl 
von Nadelchen miteinander in Kontakt, und zwar in der Weise , da anfangs 
ein in die Lange gestrecktes Nadelnetz zur Beobachtung gelangt; wenn 
dieses Nadelnetz schlieBlich zusammenfallt, schlieBen die Nadelchen sich 
aneinander, und das endgiiltige Resultat ist die Bildung eines feinen 
Faserchens, eines gréberen Fadchens oder unter Umsténden eines wie eine 
grobe Nadel aussehenden Gebildes. 

Die Fibrinogenfaédchen und -faserchen geben dadurch, daB sie — sei 
es gesondert, sei es biindelweise — durch- und iibereinander zu liegen 
kommen, zu der Bildung eines Gewebes, eines Gerinnsels bzw. Gels also, 
Veranlassung, das grob morphologisch recht verschieden gestaltet sein 
kann, je nach den vorliegenden Verhaltnissen, und zwar in der Gestalt 
von Flocken, Faden, Fasern, Strangen, Hautchen, Membranen, nieren- 
zylinderartigen Gebilden bzw. Schollen, réhren- und baumférmigen Ge- 
bilden usw. und sogar von einem richtigen Kuchen. 

Das endgiiltige Fibrinogengel erweist sich als weich, schlaff, wenig 
elastisch, wenig kontraktil, wenig resistent mechanischen Einfliissen gegen- 
iiber; es 14Bt sich auBerdem duBerst leicht reversibel in Lésung bringen 
mit Hilfe einer Spur Alkali oder Séure, unter Umst&énden sogar von einer 
schwachen Salzlésung. 

Vorstehendes bezieht sich also auf die strukturelle Entwicklungs- 
geschichte und die Eigenschaften derjenigen Fibrinogengerinnsel, die durch 
Aussalzen in kalkfreiem Salzplasma (Oxalat-, Fluoridplasma) oder in einer 
reinen Fibrinogenlésung hervorgerufen worden sind. Es hat jedoch ebenfalls 
Geltung fiir solche Fibrinogengerinnsel, die sich unter dem Einflu8 anderer 
Mittel ausbilden, die das Fibrinogen in einer unkomplizierten Weise zu 
prazipitieren vermégen, ohne es zu zerlegen. Es sei von diesen Mitteln 
der Kiirze wegen (man vgl. hierzu iibrigens Literatur ¢, bis c;, 8. 337) hier 
nur der elektrische Strom erwaéhnt (Literatur b,, b,, 8. 337). Unter dem 
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EinfluB des elektrischen Stromes wird das Fibrinogen aus Salzplasmata, 
aus Transsudaten, aus nach Hammarsten hergestellten Fibrinogenlésungen 
sowie aus richtigen Fibrinalkalihydrosolen (d. h. mit Hilfe von Alkali her- 
gestellten Fibrinogenlésungen) praézipitiert — unter Bildung von Nédelchen, 
Faédchen und Faéserchen — an der Anode; aus mit schwacher Séure her- 
gestellten Fibrinogenlésungen (Fibrinogenséurehydrosolen also) dagegen 
an der Kathode. Diese Tatsache diirfte darauf hinweisen, da das Fibrinogen 
im Blutplasma im Alkalihydrosolzustande enthalten sein mu8; mit anderen 
Worten, da®B das Fibrinogen im Blutplasma gelést vorhanden sein mu8 
unter dem EinfluB des Alkalis bzw. von OH’-Ionen. Es steht diese Schlub- 
folgerung tibrigens im Einklang mit der seinerzeit schon von Hammarsten 
auf chemischem Wege ermittelten Tatsache, daB das Fibrinogen in den 
nach seiner urspriinglichen Methode hergestellten Fibrinogenlésungen - 
und somit im Blutplasma — enthalten ist in Form einer neutral reagierenden 
Alkaliverbindung (Nova Acta, l.c. 8S. 48). 

Es ergeben sich gewisse Fragen, die friiher, als das Fibrinogen und 
das Fibrin von mir noch als zwei verschiedene Zustainde ein und 
desselben Stoffes betrachtet wurden, schon diskutiert worden sind 
(Cg, C7, d, bis dy, e,, eg, f); diese Ausfiihrungen kénnen nunmehr zum 
Teil auf das Fibrinogen iibertragen werden. Es soll indessen auf die 
betreffenden Fragen hier nur kurz eingegangen werden. 

Ist das Fibrinogen im Blutplasma im Alkalihydrosolzustande 
vorhanden in Gestalt von einzelnen Molekiilen, oder von Micellen im 
Sinne C. von Ndgelis', also von Molekiilkomplexen? Und hat man es, 
im Zusammenhang damit, bei der Labilisation bzw. Prazipitation des 
Fibrinogens unter Bildung von Nadelchen und Fadchen zu tun mit einer 
Anordnung der Linge nach von Fibrinogenmolekiilen oder von 
Fibrinogenmicellen? Im ersteren Falle wiirden ja die Nadelchen und 
Fadchen ohne weiteres als gewéhnliche Kristalle gedeutet werden 
diirfen; somit wiirde bei der Prazipitation des Fibrinogens tatsachlich 
ein gewohnlicher KristallisationsprozeB vorliegen. Im letzteren Falle 
wiirde in bezug auf die Fibrinogennidelchen und -fadchen von ,,Micell- 
verbanden* die Rede sein kinnen. Im Grunde kommen ja den Fibrinogen- 
nadelchen und -fadchen im groBen und garizen diejenigen Merkmale zu, 
die von von Ndgeli seinen ,,Micellverbanden* beigelegt worden sind. 
Allerdings mu8 zugleich anerkannt werden, daB die beim Fibrinogen 
vorliegenden Verhiiltnisse auch eine gewisse Ahnlichkeit aufweisen 
mit denjenigen, welche von H. Freundlich und seinen Mitarbeitern? 
derzeit am Vanadinpentoxyd beschrieben worden sind. Es haben sich 
ja auch Diesselhorst und Freundlich*, wohl hauptsiachlich gestiitzt auf 


1 Theorie der Gérung, Miinchen 1879. 

2 H. Diesselhorst, H. Freundlich und W. Leonhardt, Festschrift J. Elster 
und H. Geitel, Braunschweig 1915. Diesselhorst und Freundlich, Physik. 
Zeitschr. 16, 419, 1915; 17, 117, 1916; H. Freundlich, Zeitschr. f. Elektro 
chemie 22, 27, 1916. 

8 Intern. Zeitschr. f. physik.-chem. Biol. 8, 48, 1916. 
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mein diesbeziigliches Versuchsmaterial, dahingehend geiuBert, da 
das Fibrin (d. h. also nunmehr das Fibrinogen) als ein ,,Schulbeispiel* 
eines anisotrop-amorph-festen Stoffes betrachtet werden kénne. Nun 
hat sich indessen Freundlich’ spiterhin offenbar der Anischt der- 
jenigen Autoren, vor allem H. A. Kruyt®, G. Wiegner® und W. Reinders*, 
angeschlossen, daB es sich bei der Gelbildung des Vanadinpentoxyds 
um einen KristallisationsprozeB handelt, wahrend Freundlich nichtsdesto- 
weniger in bezug auf die Gelbildung des Fibrins (Fibrinogens) vorderhand 
seineAnsicht betreffs des Vorliegens eines anisotrop-amorph-festen Stoffes 
aufrechterhalten zu miissen glaubte. D.h. also, daB bei der Bildung 
von Fibrinogennadelchen und -fadchen nicht ein gewéhnlicher Kristalli- 
sationsprozeB vorliegt. Letztere Ansicht war ja eben auch von mir 
vertreten und dadurch zum Ausdruck gebracht worden, dab die Nidel- 
chen und Fadchen von mir als Micellarkristalle bezeichnet worden sind ; 
und zwar deswegen, weil diese Gebilde meines Erachtens nicht hervor- 
gehen aus einer Aneinanderlagerung von Fibrinogenmolekiilen, sondern 
von Fibrinogenmicellen, der Lange nach, sowie ein Teil der Fadchen 
und die Fiaserchen hervorgehen aus einer Anordnung von Nadelchen 
der Lange nach; diese Fadchen und Fiaserchen waren somit als kom- 
pliziertere, gréBere Micellarkristalle zu betrachten, und der unter dem 
Bilde eines Kristallisationsvorganges verlaufende PrazipitationsprozeB 
des Fibrinogens als ein MicellarkristallisationsprozeB. Es wiirde die 
Aneinanderlagerung der labilisierten, prazipitierten Fibrinogenmicellen 
der Lange nach naturgema8 unserem Verstandnis nahergeriickt werden, 
falls man annehmen diirfte, daB die Fibrinogenmicellen eine langliche 
Gestalt aufweisen wiirden, im Sinne eines anisotrop-amorph-festen 
Stoffes. Es ist jedoch eine andere Frage, ob es sich bei den Fibrinogen- 
micellen, wie sie im Blutplasma vorhanden sind, um feste, eventuell 
anisotrop-amorph-feste Teilchen handelt, oder eher um_ fliissige, 
eventuell anisotrop -amorph - fliissige Teilchen. Mit anderen Worten, 
ob das Fibrinogenalkalihydrosol als ein disperses System mit fester 
oder fliissiger disperser Phase zu betrachten sei. Ersteres wiirde zu- 
treffen, falls die Fibrinogenmicelle sich in den Alkalihydrosolen bzw. 
im Blutplasma unter dem EinfluB von extramicellar adsorbiertem 
Alkali bzw. OH’-Ionen in einem extramicellar hydratisierten Zustande 
vorfinden wiirde; letzteres dagegen, wenn von einer extra- und intra- 
micellaren OH’-Ionenadsorption und somit von einer extra- und intra- 
micellaren Hydratation der Fibrinogenmicelle die Rede sein miisse. 


1 H. Freundlich, Kapillarchemie, 2. Auflage, 1922. 
2 Kolloidzeitschr. 19, 162, 1916. 

3 Ebendaselbst 30, 145, 1922. 

* Chem. Weekblad 21, 347, 1924. 
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Meinerseits bin ich nach wie vor zu der zuletzt erwihnten Annahme 
geneigt, wenn auch der direkte Beweis dafiir sich nicht erbringen laBt, 
sondern nur Wahrscheinlichkeitsgriinde (c,, cg, e,, €,, f, g). Ubrigens 
ist ja die Méglichkeit einer intramicellaren Hydratation, sei es mit 
anderen Worten, auch von anderer Seite befiirwortet worden'. ILmmer- 
hin diirfte die Reaktionsfahigkeit der Micelle doch schlieBlich auf die 
zusammensetzenden Molekiile zuriickgefiihrt werden miissen. Es liebe 
sich demnach ein eventueller Quellungszustand bzw. fliissiger Zustand 
der Fibrinogenmicelle derart deuten, daB die einzelnen Molekiile der 
Micelle jedes fiir sich OH’-Ionen adsorbiert enthalten; daB demzufolge 
jedes Molekiil in den Stand gesetzt worden ist, (kleinere) Wassermolekiile 
adsorbieren zu kénnen; dab somit jedes einzelne Micellmolekiil von 
einer Wasserschicht umgeben sei; da dadurch die zusammensetzenden 
Molekiile der Micelle einigermaBen auseinandergetrieben werden, ohne 
jedoch ihren gegenseitigen Zusammenhang in der Micelle ganz zu 
verlieren, was ja auf einen Quellungszustand hinauslaufen wiirde. 
Zutreffendenfalls wiirde zwar die Micelle als Ganzes sich in einem 
fliissigen, gequollenen Zustande befinden, aber die zusammensetzenden 
Molekiile der Micelle wiirden als feste Teilchen betrachtet werden 
miissen, mdglicherweise als anisotrop-amorph-feste bzw. langliche 
Teilchen. 

Vorausgesetzt wenigstens, da das Fibrinogenmolekiil als Riesen- 
eiweiBmolekiil (d. hh. als Komplex von zahlreichen, an sich ebenfalls ver- 
héltnism&Sig groBen und wohl definierten Bausteinen, teils von Séure- 
und teils von Basennatur) seinerseits nicht auch OH’-Ionen und somit 
Wassermolekiile intramolekular wiirde adsorbieren kénnen, unter einer 
gewissen Lockerung der Bausteine und somit Quellung des Molekiils. Sollte 
das Gegenteil fiir méglich gehalten werden miissen, so kénnte man geneigt 
seih, in einer sorchen intramolékularen Hydratation unter Elektrolyt- 
(Alkali-, Séure-) Einflu8B das reversible Vorstadium zu erblicken von der 
hydrolytischen Spaltung des Fibrinogen- bzw. EiweiSmolekiils. 


Wie dem auch sei, Tatsache ist, daB das Fibrinogen, also das 
Fibrinogenmolekil, gespalten wird, falls zur Herstellung eines kiinst- 
lichen Fibrinogenalkali- oder Saurehydrosols eine zu starke konzentrierte 
Alkali- oder Saurelésung verwendet wird, was daraus hervorgeht, 
da8B in einer solchen Fliissigkeit unter keinen Umstanden mehr der 
MicellarkristallisationsprozeB bzw. Gelbildung erzeugt werden kann, 
also auch nicht, nach vorheriger Abstumpfung bzw. Neutralisation 
des Alkalis bzw. der Saéure, mittels der Aussalzung, und ebensowenig 
von anderen Agenzien. Daneben gibt es den Fall, in welchem in einem 
kiinstlichen Fibrinogenalkalihydrosol sich zwar nicht mittels einfacher 


1 J. R. Katz, Die Gesetze der Quellung. Amsterdam-Dresden 1917. 
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Aussalzung der MicellarkristallisationsprozeB bzw. Gelbildung hervor- 
rufen lat, aber erst nach geniigender Abstumpfung des Alkalis; in 
diesem Falle miissen naturgemaB die zusammensetzenden Molekiile der 
Micelle in noch ungespaltenem Zustande vorhanden sein, wiahrend 
dabei an die Méglichkeit zu denken wire, daB nicht die Molekiile, 
sondern die stark hydratisierten, gequollenen Micellen eine Spaltung 
in dem Sinne erfahren kénnten, da8B jede Micelle in kleinere Micellen, 
kleinere Molekiilkomplexe also, auseinanderfallen wiirde, oder gar 
in einzelne, noch immer stark hydratisierte Molekiile (es sei extra- 
oder intramolekular). Sollte die zuletzt genannte Moglichkeit zutreffen, 
so wiirde man bei der nachherigen Bildung von Nadelchen und Fadchen 
unter dem Einflu8 des Aussalzens nach vorheriger geniigender Ab- 
stumpfung des Alkalis naturgemiB zu tun haben mit einer Aneinander- 
lagerung von Fibrinogenmolekilen der Lange nach, und wiirde somit 
die Umwandlung des Micellarkristallisationsprozesses in einen ge- 
wohnlichen KristallisationsprozeB vorliegen. Wie dem auch sein mag, 
Tatsache ist jedenfalls, wie schon hervorgehoben wurde, da bei einem 
Zuviel an Alkali das Fibrinogen sich nicht mittels einfacher Aussalzung 
aus einem kiinstlichen Alkalihydrosol in den Gelzustand versetzen 
laBt, sondern erst nach Abstumpfung des Alkalis, und das namliche 
trifft zu, falls einem Salzplasma oder einem Transsudat Alkali hinzu- 
gesetzt wird. 


Tatsache ist auch, dab es in bezug auf die Natur der Gelbildung 
des Fibrinogens einen Ausnahmefall gibt, der ohne weiteres verstandlich 
erscheinen diirfte von dem Standpunkt aus, daB die Fibrinogenmicellen 
in dem Blutplasma, und in Fibrinogenalkalihydrosolen tiberhaupt, in 
einem fliissigen, gequollenen Zustande vorhanden seien. 


Der gemeinte Ausnahmefall gestaltet sich folgendermaBen: Wenn 
ein Tropfen einer klaren, konzentrierten, nach Hammarsten hergestellten 
Fibrinogenlésung oder ein Tropfen eines mit méglichst wenig Alkali an- 
gefertigten konzentrierten Fibrinogensols, oder gar ein Tropfen des nach 
Bordet und Gengou' gewonnenen natiirlichen Séugetierblutplasmas auf einer 
geglitteten Paraffinschicht aufgehoben und an der Luft der langsamen 
Eintrocknung ausgesetzt wird, so ergibt sich folgendes. Der Tropfen ver- 
wandelt sich zunéchst in ein Gallertkliimpchen, das sich anscheinend 
homogen ausnimmt; wird von der Gallerte ein mikroskopisches Préparat 
angefertigt, was nicht immer ganz leicht gelingt, so bekommt man 
eine Art von Scheinfaden, die gelegentlich an Schleimfaden denken 
lassen kénnen, zu Gesicht. Bei der weiteren Eintrocknung bildet sich 
ein weiches, feuchtes Héutchen aus, das sich am Ende in ein ganz festes, 
sprédes Haéutchen bzw. Bléttchen verwandelt und von der Paraffinober- 
flaiche leicht entfernt werden kann. Wird das Haéutchen in dem noch 
feuchten Zustande mit Praépariernadeln bearbeitet, wihrenddem ein mikro- 


1 Ann. de l'Institut Pasteur 17, 261, 1903. 
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skopisches Préparat eventuell nach nochmaliger Nadelpraparation auf 
den Objekttréger — angefertigt wird, so trifft man eine Anzahl richtiger 
Fadchen — in dem einen Falle weniger, in dem anderen mehr — an, 


wéhrend die Masse sich zum anderen Teile strukturlos ausnimmt. Zugegeben 
sei, daB diese Erscheinungen auch nicht ganz unerklarlich sein wiirden, 
ausgehend von der Annahme, daB die Fibrinogenmicellen sich in den be- 
treffenden Solen als extramicellarhydratisierte feste Teilchen vorfinden 
wiirden, aber ausgehend von der Annahme eines intramicellarhydratisierten, 
gequollenen Zustandes der Micelle ware doch eine Erklérung weit leichter. 
Die anfangs eintretende Gallertbildung wiirde ja dann zuriickgefiihrt 
werden kénnen auf ein ZusammenflieBen von sich noch in einem erheblichen 
Quellungszustande vorfindenden Micellen, teilweise in Langsrichtung und 
zum grébten Teile in einer unregelméBigen Weise. Es kénnten die aus 
noch gequollenen Micellen zusammengesetzten Langsverbaénde gewisser- 
maBen als ,,fliissige Micellarkristalle‘‘ gedeutet werden; diese wiirden sich 
im mikroskopischen Bilde als Scheinfaiden ausnehmen und bei der nachherigen 
weiteren Dehydratation bzw. Entquellung als wirkliche Fadchen zur Beob- 
achtung gelangen. Naturgem&é®8 wiirden sich die in einer irreguléren 
Weise zusammengeflossenen gequollenen Micellkonglomerate sich bei der 
nachherigen Dehydratation bzw. Entquellung als mikroskopisch strukturlos 
erweisen. 

Ahnliche Erscheinungen wie sie vorstehend von einem einzigen Tropfen 
erwahnt worden sind, machen sich auch in noch einem anderen Falle zu- 
weilen bemerkbar. Und zwar dann, wenn man ein stark konzentriertes, 
mit médglichst wenig Alkali hergestelltes Fibrinogenhydrosol in einer ge- 
schlossenen Flasche aufbewahrt. Es verwandelt sich ein solches Sol all- 
méhlich in eine Gallerte, in der sich keine Struktur nachweisen laBt; es 
handelt sich hier offenbar um die bekannte Erscheinung des ,,Alterns*‘ 
eines Sols. Wird die Gallertmasse dann tiichtig geschiittelt, so wird eine 
geringe Menge Fliissigkeit frei, wahrend sich in der tibrigbleibenden Masse 
richtige Fadchen kaum nachweisen lassen. Auch in diesem Falle bekommt 
man den Eindruck, als ob sich in einem gequollenen Zustande befindende 
MiceWen zsusammengeflossen seien. 


Es liegt bei den hervorgebrachten Ausnahmefallen, namentlich 
in Hinsicht zu den fibrinogenhaltigen Tropfen, der merkwiirdige Fall 
vor, dab nacheinander drei Gelzustande zur Beobachtung gelangen, 
die von dem Altmeister der Lehre von den Kolloiden, Thomas Graham’, 
derzeit gedeutet worden sind als gallertartiges, pektéses und steiniges 
Gel. Ubrigens handelt es sich hier um eine Art von Gelbildung, von 
der seit alters her in der Gerinnungsliteratur vielmals die Rede gewesen 
ist. Von niemandem weniger als Rudolph Virchow? ist doch die Ansicht 
vertreten worden, daB das Fibrin immer zunachst in der Gestalt einer 
wirklichen, homogenen Gallerte gerinne, waihrend in dieser Gallerte 
nachtraglich Fadchen ausgebildet werden sollten, und zwar nach Art 
eines Kristallisationsprozesses. Wir kénnen jedoch nunmehr aussagen, 


1 Liebigs Ann. 121, 2, 1862; Poggendorffs Ann. 3, 531, 1864. 
2 Gesammelte Abhandlungen, I. c. 
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wie ja aus den vorstehenden Seiten zur Geniige hervorgehen diirfte, 
daB es sich in bezug auf das Fibrinogen (und dasselbe trifft zu auf das 
Fibrin) bei diesem Gelbildungsmodus um einen Ausnahmefall handelt, 
daB das Fibrinogen durchweg unmittelbar in der Gestalt von Nadelchen 
und Fadchen bzw. von Micellarkristallen erscheint, falls das Fibrinogen 
bzw. die Fibrinogenmicelle in einen dehydratisierten, labilen, pra- 
zipitierten Zustand versetzt wird. Sollte man annehmen diirfen, da 
die Fibrinogenmicellen als anisotrop-amorphe Teilchen zu betrachten 
seien unter Aufweisung einer langlichen Gestalt, so ware ja in der An- 
einanderlagerung der Lange nach der sichtbaren nadelférmigen Micellar- 
kristalle zu Fadchen und Faserchen nur eine Fortsetzung zu erblicken 
von einem im Grunde ganz ahnlichen Vorgang der Anordnung der 
dehydratisierten, labilisierten Fibrinogenmicelle in Langsrichtung zu 
Nadelchen oder Fadchen. Tatsachlich wiirden dann ja die Fibrinogen- 
micellen schon die kleinsten Micellarkristalle, sozusagen Micellar- 
urkristalle, darstellen, die sich insoweit von wirklichen Kristallen 
unterscheiden wiirden, daB sie ebenso wie die Nidelchen und Fadchen 
mit Wasser durchtrinkt seien, welchem Umstande ja die Nadelchen 
und Fiadchen ihren nicht ganz festen, sondern halbfesten Zustand, 
der erst nach Eintrocknung in den ganz festen tibergeht, zu verdanken 
haben miissen. 
Ubrigens wiirde ja die von Diesselhorst und Freundlich’ aufgeworfene 
Frage: 
ob das spezifische Verhalten der Eiweibstoffe in der belebten Welt, 
dem man bisher physikalisch-chemisch so gar nichts Ahnliches an die 
Seite hat setzen kénnen, irgendwie mit der geometrischen Gestalt der 
EiweiBmolekiile, bzw. kolloiden EiweiBteilchen, zusammenhangen sollte,“ 
insoweit es das Fibrinogen betrifft, im bejahenden Sinne beantwortet 
werden kénnen, falls den ,,Kolloidteilchen** des Fibrinogens, d. h. den 
Fibrinogenmicellen, eine langliche Gestalt eigen sein wiirde. Aber eine 
weit wichtigere Ursache des spezifischen Verhaltens des Fibrinogens 
bzw. eventuell der EiweiBkérper itiberhaupt, und zwar nicht nur in 
der belebten Welt, sondern auch in der unbelebten, ware méglicherweise 
darin zu erblicken, daB die Fibrinogenmicellen — und eventuell die 
EiweiBkérper — in drei Zustainden erscheinen kénnten, und zwar in 
einem stark hydratisierten, von Wasser gequollenen (fliissigen), in einem 
weniger gequollenen (halbfesten) und einem ganz entquellten (wirklich 
festen) Zustande; daB der gequollene (fliissige) Zustand sich auf die 
emulsoiden Sole beziehe; der weniger gequollene (halbfeste) auf die 
suspensoiden Sole, wahrend alle drei Zustande in den Gelen ver- 
gegenwirtigt sein kénnten. Insoweit der stark gequollene, fliissige 


1 Intern. Zeitschr. f. physik.-chem. Biol., 1. c. 
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Zustand herbeigefiihrt wird von einem Elektrolyten (Alkali, Saure 
bzw. OH’-, H’-Ionen), wie es in bezug auf das Fibrinogen zutreffen 
wiirde, hatte das fernerhin zu bedeuten, daB mit Substanzen von 
entgegengesetzter Elektrolytladung (und somit elektrischer Ladung) 
auBerst leicht Reaktionen vor sich gehen kénnen unter gegenseitiger 
(eventuell teilweiser) Entladung und demnach (teilweiser) Dehydrati- 
sierung bzw. Labilisierung und Ausfillung, eventuell zusammen- 
gehend mit einer gegenseitigen lockeren Bindung der reagierenden 
organischen Substanzen. NaturgemaB wiirden die gegenseitigen 
Elektrolyt-ionen-Reaktionen (OH’, H) sich nicht nur an der Oberfliache 
der betreffenden Micellen abspielen, sondern auch die intramicellaren 
Molekiile angreifen, so daB es sich im Grunde um Molekiil- bzw. Ionen- 
reaktionen handelt. Nur der sekundire Erfolg, die lockere gegen- 
seitige Adsorption bzw. Bindung der organischen Elementarteilchen 
(Micellen), wiirde sich auf die Micellenoberflache beschranken, und inso- 
weit kénnte zugleich von Kolloidreaktionen bzw. Micellarreaktionen 
die Rede sein. Was im speziellen das sich unter dem Einflu8B von OH’- 
Tonen im gequollenen Zustande vorfindende Fibrinogen betrifft, kamen 
naturgemaB an erster Stelle als die gemeinten reagierfihigen Substanzen 
solche von Saurenatur in Betracht, und an zweiter Stelle alle stark 
, alkalibegierigen‘* Substanzen, wenn ich diesen von Alexander Schmidt in 
bezug auf seine ,,fibrinoplastische’* Substanz gebrauchten Ausdruck hier 
verwenden darf. Es ist ja derzeit von Schmidt erwogen worden, ob 
nicht die ,,fibrinoplastische’* Substanz — die von ihm mit einem 
Globulin! identifiziert wurde — der ,,fibrinogenen‘* Substanz Alkali 
entziehe, infolge des Umstandes, daB die ,,fibrinoplastische“ Substanz 
ein gréBeres Anziehungsvermiégen fiir Alkalien besitzt als die ,.fibrino- 
gene’ Substanz, wobei die ,,fibrinogene’’ Substanz sich als Faserstoff 
ausscheiden kénne. Fernerhin hat Schmidt sich dann ja der Auf- 
fassung hingegeben, da die Fibringerinnung nicht auf eine Aus- 
scheidung der einen Substanz durch die andere zuriickzufihren sei, 
sondern da der Faserstoff aus einer Verbindung der ,,fibrinogenen“ 
mit der ,,fibrinoplastischen** Substanz hervorgehe, und noch fernerhin, 
daB diese Verbindung unter dem Einflu8 seines_ ,,Fibrinferments* 
zustande komme. Spiter ist dann ja von Hammarsten nachgewiesen 
worden, da8 einzig und allein von dem Thrombin — das von ihm sowie 
von Schmidt mit dem vermeintlichen Fibrinferment identifiziert 
wurde — in einer reinen Fibrinogenlésung Fibringerinnung erzeugt 


werden kann. 


1 Es ist in diesem Zusammenhang nicht uninteressant, daB anfangs 
von Pekelharing (Festschrift fiir R. Virchow 1, 1891) das Thrombin bzw. 
das Fibrinferment als das Digestionsprodukt von einem Globulin mit Kalk- 
salzen gedeutet worden ist. 
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Was iibrigens die oben gemeinten reagierfahigen Substanzen von 
Séurenatur betrifft, kamen naturgem&B als solche z.B. in’ Betracht: 
Phosphatide, Nucleoalbumine, Nucleine bzw. Nucleoproteide, und es sind 
ja gerade, auBer Globulin, auch diese Substanzen, um die es sich 
gehandelt hat in Hinsicht zu dem Streite in bezug auf die chemische 
Natur des Thrombins?. 


Ill. Thrombin = Prizipitin + Agglutinin. Fibrin Fibrinogen — Thrombin 
(+ eventuell Kalk). 


Wenn man einem Transsudat oder Salzplasma, oder einer reinen 
Hammarstenschen Fibrinogenlésung Blutserum hinzusetzt, so bildet sich 
ein Gel aus, das seit alters her als Fibrin gedeutet, und betrachtet wird 
als das Ergebnis einer Reaktion zwischen dem Fibrinogen und dem Thrombin. 
LaBt man diese Prozeduren im mikroskopischen Préparat vor sich gehen, 
so gelangen Erscheinungen zur Beobachtung, welche einerseits eine gewisse 
Ahnlichkeit aufweisen mit denjenigen, die vorher erwa&hnt worden sind 
in bezug auf die unkomplizierte Fibrinogengerinnung, wahrend sie anderer- 
seits in gewisser Hinsicht davon abweichen. Im mikroskopischen Bilde 
kénnen auch in den in Rede stehenden Fallen Naédelchen und Fadchen 
erscheinen, aber daneben bekommt man mitunter bei der Beobachtung im 
Dunkelfeld eine weif .aufleuchtende, scheinbar strukturlose Masse zu 
Gesicht. Es wird die letztere Erscheinung éfters von dem Sichtbarwerden 
eines Nebels, der iibrigens auch dem Erscheinen von Naédelchen und 
Fiidchen vorangehen kann, abhaéngen. In denjenigen Fallen, in welchen 
Niadelchen erscheinen, zeigen diese — im Gegensatz zu dem, was bei der 
unkomplizierten Fibrinogengerinnung zutrifft — in dem mikroskopischen 
Préparat nur eine geringe Neigung, sich zu feinen Fadchen anzuordnen. 
Es ordnen sich im Gegenteil diese Nadelchen vorzugsweise in einer anderen 
Art an; und zwar teilweise in Form von in die Lange gestreckten Nadel- 
komplexen bzw. Netzen, aus welchen beim nachherigen Zusammenfallen 
grébere Fadchen und feine Faserehen oder gar grobe Nadeln hervorgehen, 
und teilweise unter Schwarmbildung in der Form von diversen Figuren 
wie Nadelsternen, Nadelrosetten, Nadeldriisen usw.; also morphologisch 
einem bazillaren AgglutinationsprozeB éhnlich. Es gilt das Vorstehende 
von den unter dem Einflu8 des Blutserums erzeugten Gerinnungserschei- 
nungen in Transsudaten und in reinen, klaren Fibrinogenlésungen, wahrend 


' Phosphatide: E. Freund, |. c.; W. H. Howell, Amer. Journ. of Physiol. 
31, 1, 1912; Nol/, Bull. de Acad. méd. de Belgique 1913, Nr. 8; Zak., Arch. 
f. exper. Pathol. u. Pharm. 70, 27, 1912; Bordet und Delange, Bull. Soc. 
des Sciences méd. de Bruxelles, 8. Oct., 1912; Arch. f. exper. Pathol. u. 
Pharm. 71, 293, 1913. Nucleine bzw. Nucleoproteide: Lilienfeld, Arch. f. 
Anat. u. Physiol. 1892 und 1893 (mehrere Arbeiten); Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 18, 473, 1894; 20, 89, 1895; Pekelharing, Verh. konink. Acad. v. 
Wetenschappen te Amsterdam, Dl. I, No. 3, 1892; Centralbl. f. Physiol. 9, 
Nr. 3, 1895; diese Zeitschr. 89, 22, 1914; Huiskamp, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 82, 145, 1901; Pekelharing und Huiskamp, ebendaselbst 39, 22, 1903; 
sowie zahlreiche Arbeiten von Pekelharing und seinen Schiilern in 
Onderzoekingen Physiologisch Laboratorium te Utrecht; Morawitz, Arch. 
f. klin. Med. 79, 1903/04 (mehrere Arbeiten); Herlitzka und Borrino, Arch. 
Ital. de Biol. 89, 1, 1903. 
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in bezug auf die Salzplasmata ein Vorbehalt gemacht werden muB. Es hat 
namlich zwar ebenfalls Geltung z. B. fiir Chlornatrium- und Chlorcaleium- 
plasma, aber es trifft nicht ganz zu z. B. fiir Oxalat- und Fluoridplasma. 
Bei den Reaktionen Blutserum-Oxalatplasma und Blutserum-Fluorid- 
plasma néhern sich die Erscheinungen mehr denjenigen, welche vorher 
in bezug auf die unkomplizierte Gelbildung des Fibrinogens beschrieben 
worden sind. 


Falls man die Reaktionen Blutserum-Transsudat, Blutserum-Fibrinogen- 
lésung oder Blutserum-Chlornatriumplasma im Reagenzglas bzw. in einem 
Zylinderglas vor sich gehen J&Bt, so ist das endgiiltige Resultat morpho- 
logisch die Ausbildung eines Kuchens, in casu also eines Fibrinkuchens. 
Auch in diesen Fallen geht der Kuchenbildung ein Stadium der Triibung 
voraus. Die betreffenden Erscheinungen sind ja iibrigens derzeit auch 
schon von Hammarsten genau und ganz zutreffend beschrieben mit den 
Worten: ,,Mischt man die beiden Fliissigkeiten miteinander und |48t ruhig 
stehen, so wird die Fliissigkeit allméhlich opalisierend ; dann sieht man beim 
Umriihren in der Fliissigkeit einen eigentiimlichen weiBlichen Schimmer, 
welcher bald einer sichtbaren Triibung Platz gibt, und binnen kurzem 
gesteht nun die ganze Fliissigkeit zu einer zitternden Gallerte, welche 
bald in einen sehr festen Kuchen iibergeht.‘‘ Es werden, wie sich bei meinen 
Untersuchungen herausgestellt hat, der Schimmer und die sicht bare Triibung 
verursacht von einer Unmasse von feinsten und feiaen Nadelchen, wahrend 
nach dem Umriihren nur Fadchen angetroffen werden. Der Gallerte und 
dem Kuchen liegt teilweise ein Gewebe von Fadchen und Faserchen zu- 
grunde, und teilweise eine anscheinend strukturlose Masse, welche zweifellos 
zum gréBten Teile aus stark verfilzten Nadelschwarmen zusammengesetzt 
ist. Lést man den Kuchen von dem Rande des GeféBes ab, so zieht er sich 
allméhlich zusammen unter Auspressung von Fliissigkeit, in einer ganz 
ahnlichen Weise wie es zutrifft in bezug auf den natiirlichen Blutkuchen, 
und im Gegensatz zu dem richtigen Fibrinogenkuchen, der sich kaum 
zusammenzieht. PreBt man den betreffenden, frisch gebildeten Fibrin- 
kuchen in einem Leinwandséckchen aus, so bleibt eine stark klebrige, 
dehnbare, elastische Gelmasse zuriick. Letztere verliert ihre Klebrigkeit 
bei der tiichtigen Wasserwaschung, wahrend die sonstigen erwéhnten 
Eigenschaften beibehalten werden. Wie in Kapitel II dargetan worden 
ist, ist dementgegen das Fibrinogengel wenig elastisch und leicht zerreiBbar. 
Und vor allem, wahrend jedes reine Fibrinogengel sich d&uBerst leicht 
reversibel lésen 148t mit Hilfe einer Spur Alkali oder Séure, lassen sich die 
in Rede stehenden Fibringerinnsel auBerordentlich schwer mit Hilfe von 
Alkali oder Saéure reversibel zur Lésung bringen; unter Umstaénden sogar 
noch s¢chwieriger, wie es zutrifft in bezug auf die durch Schlagen von Blut 
gewonnene Fibrinmasse. Dementsprechend sind die mittels des Blut- 
serums in Oxalat- oder Fluoridplasma erzeugten Fibringerinnsel verhaltnis- 
m&Big leicht reversibel léslich. Letzteres kann naturgemé8 nur darauf 
zuriickgefiihrt werden, daB in diesem Falle die Beteiligung von reagierbarem 
Calcium an dem Gerinnungsvorgang ausgeschlossen ist; und zwar eines- 
teils, weil die Oxalat- und Fluoridplasmata kalkfrei sind, und anderen- 
teils, weil der Serumkalk in den ganz unléslichen Kalkverbindungen des 
Oxalats und Fluorids verwandelt wird. Da8, wie ergaénzend bemerkt sei, 
das unter Serumeinflu8 im Citratplasma sich ausbildende Gerinnsel ver- 
haltnisma&Big schwer reversibel ist, diirfte klar werden, wenn man sich 
vergegenwartigt, daB Calciumcitrate nicht ganz unldéslich sind. 























A I ee 





Fibringerinnung. 349 


Es ergibt sich nunmehr die Frage, in welcher Art und Weise die 
vorliegenden Unterschiede betreffs der strukturellen Entwicklungs- 
geschichte und der Eigenschaften der reinen Fibrinogengerinnsel 
und der Fibringerinnsel, namentlich insoweit sie in einem kalkhaltigen 
Milieu erzeugt worden sind, zu erklaren seien. Und zwar betrifft 
dieses: 1. Die Tatsache, daB auch unter dem EinfluB des Blut- 
serums bzw. des Thrombins der Micellarkristallisationsproze} sich 
herbeifiihren laBt; 2. die geringe Neigung der nadelférmigen Micellar- 
kristalle zur Anordnung in Langsrichtung, so daB ein Teil der Nadelchen 
sich zu Schwirmen arrangiert, wahrend es unter Umstanden offenbar 
sogar nicht oder kaum zu der Bildung von sichtbaren Micellarkristallen 
kommt; 3. die Schlaffheit, geringe Kontraktilitat und geringe Elastizitat 
der reinen Fibrinogengerinnsel, sowie ihre leichte Reversibilitat einerseits, 
und die gréBere Derbheit, die ausgesprochene Kontraktilitat und 
Elastizitat, sowie die schwere Reversibilitat der Fibringerinnsel anderer- 
seits. Wobei dann schlieBlich noch zu beriicksichtigen waren die gegen- 
seitigen Unterschiede der Fibringerinnsel, je nachdem sie mit oder ohne 
Beteiligung von Kalk entstanden sind. 

Indem man es bei dem unkomplizierten, z. B. unter dem EinfluB 
des Aussalzens hervorgerufenen Micellarkristallisationsproze} des 
Fibrinogens im*Grunde mit einer Prazipitation des Fibrinogens zu 
tun hat, so mu naturgemaéB bei dem unter dem EinfluB des Blut- 
serums erzeugten Micellarkristallisationsproze} ebenfalls eine Art 
Prazipitation vorliegen. Es muB also in diesem Falle der Prazipitations- 
bzw. MicellarkristallisationsprozeB des Fibrinogens herbeigefiihrt werden 
von dem im Blutserum enthaltenen Thrombin. D.h. also, dab das 
Thrombin in casu prazipitierend wirkt in bezug auf das Fibrinogen; 
das Thrombin wirkt insoweit wie ein Pridzipitin. In diesem Sinne ist 
ja friiher auch die Thrombinwirkung von mir gedeutet worden, in der 
Annahme, daB es sich bei der Prazipitinwirkung des Thrombins, ebenso 
wie z. B. beim Aussalzen, im Grunde um eine Dehydratation und dem. 
zufolge Labilisation der Fibrinogenmicelle mit nachfolgender Micellar- 
kristallisation handeln miisse. Es fragt sich, ob bei dem unter dem 
Einflu8 des Blutserums bzw. des Thrombins hervorgerufenen Micellar- 
kristallisationsprozeB nicht noch etwas hinzukomme, eine Frage, die 
sich iibrigens gewissermaBen auch ergibt in bezug auf den unter dem 
Einflu8 von anderen Agenzien, z. B. des Aussalzens, erzeugten Micellar- 
kristallisationsprozeB. Und zwar diese, ob, sobald eine Anzahl von 
Micellarkristallen gebildet worden ist, von diesen nicht das Eintreten 
des Micellarkristallisationsprozesses in gréBerem Umfange geférdert 
werden kénne, analog, um mit Ranvier zu reden, dem Auftreten der 
Kristallisation in einer gesattigten Lésung des Natriumsulfats unter 
dem Einflu8 des Impfens mit einigen Kristallen desselben Stoffes. 
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Ubrigens sei noch auf die Tatsache hingewiesen, daB in einer 
aihnlichen Weise, wie das in bezug auf die Aussalzungsméglichkeit des 
Fibrinogens der Fall ist. auch die Prazipitinwirkung des Thrombins 
an sehr enge Grenzen gebunden ist, was die Reaktion eines alkalischen 
Milieus betrifft. Wird z B. einem Transsudat oder einem Salzplasma, 
oder einer nach Hammarsten hergestellten Fibrinogenlésung Alkali 
stufenweise hinzugesetzt, so wird schon bald der Punkt erreicht, bei 
dem weder von einer starken Salzlésung noch vom Blutserum oder 
Thrombin Gerinnungserscheinungen erzeugt werden kénnen, aber 
erst nachdem das Alkali wieder geniigend abgestumpft worden ist'. 

Wenn nun auch der Micellarkristallisationsvorgang des Fibrinogens 
unter dem Einflu8 des Blutserums bzw. des Thrombins verstand- 
lich erscheinen mag an Hand der ermittelten Prdzipitinnatur des 
Thrombins, so werden doch andererseits die oben unter 2. und 3. er- 
waihnten Unterschiede in Sachen der strukturellen Entwicklungs- 
geschichte und der Eigenschaften der Fibrinogen- und Fibringele 
dadurch nicht zugleich erklart. Es mu8 demnach das Thrombin auber 
als ein Prazipitin noch in einer anderen Weise eine Wirkung entfalten 
kénnen. Es weist das Tatsachenmaterial zwingend darauf hin, dab 
die andere Seite der Thrombinwirkung die eines Klebstoffs, eines Ver- 
klebers sein mub; also die eines Agglutinins im Sinne von den Namen- 
gebern der Agglutinine, M.Gruber und H. £. Durham*?. Demnach 
muB bei dem Thrombin der, soweit mir bekannt, bis jetzt einzig da- 
stehende Fall vorliegen, daB in ein und derselben Substanz ein 
Prézipitin und ein Agglutinin vereinigt sind, bzw. dab das Thrombin 
eine Prizipitin- und eine Agglutininkomponente enthalt. Das diirfte 
auf eine sehr komplizierte chemische Natur der Thrombine hinweisen, 
und die Frage, ob und inwieweit an der Zusammensetzung dieser als 
einheitlich geltenden Substanz teilgenommen werde von Phosphatiden, 
Nucleoalbuminen, Nucleinen bzw. Nucleoproteinen oder gar Globulin 
(fibrinoplastische Substanz Alex. Schmidts), oder etwa von noch 
anderen Substanzen (wobei, den Ansichten von L. C. Wooldrigde® und 

1 Hierzu sei beiléufig bemerkt, daB dementgegen, wie ja iibrigens 
schon langst bekannt ist, ,,alt‘‘, d.h. weniger wirksam gewordenes Blut- 
serum vor einer Behandlung mit einer Spur Alkali ,,reaktiviert“* werden 
kann. Auf diese gewiB interessante Tatsache soll hier inzwischen nicht 
naéher eingegangen werden, weil sonst die Frage nach der chemischen Natur 
und Bildung des Thrombins Beriicksichtigung finden muB8, was in dieser 
kurzgefaBten Abhandlung nicht beabsichtigt wird. 

* Miinch. med. Wochenschr. 48, 285, 1896, wo es heiBt: ,,Wir nennen 
die spezifischen Immunké6rper Verkleber, Agglutinine.‘“* Die Erscheinung der 
bazillaren Agglutination als solche war ja schon einige Zeit vorher ermittelt 
durch Bordet. Man vgl. hierzu J. Bordet, Traité de l’Immunité. Paris 1920. 

’ On the Chemistry of the blood. Arranged by V. Horsley und 
E. Starling. London 1893. 
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von J.W. Pickering’ gemaB, auch an das Fibrinogen selber zu denken 
wire), diirfte somit nunmehr ein noch regeres Interesse erwecken wie 
zuvor. Inzwischen miissen die verschiedenen Namen und Deutungen, 
die das Thrombin schon erfahren hat (Fibrinferment, Thrombase, 
Plasmase, Holozym), noch mit der Kombination Prazipitin +- Agglu- 
tinin vermehrt werden. Selbstverstandlich ergibt sich noch eine weitere 
Frage, und zwar die, in welcher Weise die ermittelte Prazipitin + Agglu- 
tininnatur des Thrombins sich vereinbaren lieBe mit der Lehre von 
dem Prothrombin®, sowie mit der des zymoplastischen bzw. thrombo- 
plastischen Stoffes*. 

Zusammengefabt steht es mit der Thrombinwirkung offenbar 
folgendermaBen: Kraft der Prazipitinnatur des Thrombins wird das 
Fibrinogen bzw. werden die Fibrinogenmicellen in den labilen, pra- 
zipitierten Zustand versetzt; es wiirden die labilisierten Micellen 
ihrer Neigung bzw. Eigenschaft, sich vorzugsweise der Linge nach 
aneinanderzulagern, unter Bildung von nadel- und fiadchenférmigen 
Micellarkristallen unbeschrankt Folge leisten, und die nadelférmigen 
Micellarkristalle wiirden ihrerseits dasselbe tun, ware es nicht, daB 
dieser Neigung Schranken gesetzt werden von der Agglutininwirkung 
des Thrombins. Kraft der Agglutininwirkung des Thrombins werden 
den sichtbaren und zweifellos ebenfalls den amikroskopischen Micellar- 
kristallen, und sogar vielleicht den einzelnen Micellen;selber, klebrige 
Eigenschaften verliehen. Demzufolge kénnen die nadelférmigen Micellar- 
kristalle nur zum Teil ihrer Neigung zur Anordnung in Langsrichtung 
nachgeben, wahrend sie zum anderen Teil in Schwarmform agglutiniert 
werden, und Ahnliches diirfte zutreffen in bezug auf einen Teil der 
amikroskopischen Micellarverbande und méglicherweise auf einen Teil 
der einzelnen Micelle. 

Das Thrombin wird von den a- und mikroskopischen Micellar- 
kristallen adsorbiert, reversibel verankert. Kraft seiner Agglutinin- 
komponente wirkt das Thrombin sozusagen wie eine Art Zement, von 
dem die Micellarkristalle aneinandergemauert werden. Es ist dieses 
Bild hier um so mehr zutreffend, weil die Wirkung des Agglutinins 
bzw. Thrombins vom Kalk bedeutend verstarkt wird; was ja klar 
werden diirfte beim Vergleich der Entwicklungsgeschichte und der 
Eigenschaften der Fibringele, welche sich unter Serumeinflu8 aus- 
bilden in einem kalkhaltigen, oder aber einem kalkfreien Milieu. Oder, 
um eine Ausdrucksweise von Pekelharing zu zitieren: Es wird das 


1 l.c., wo die Einzelarbeiten Pickerings verzeichnet sind. 

2 Synon.: Thrombogen (Morawitz, Nol/); Plasmocym (Fuld); Serocym 
(Bordet und Delange). 

* Synon.: Thrombokinase (Morawitz); Cytocym (Bordet und Delange, 
Fuld); Throbocym (Nol/f). 
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Thrombin von dem Kalk aktiviert, indem der Kalk von (bzw. mit) 
dem Thrombin auf das Fibrinogen tibertragen wird. ; 

Die Fibrinogenthrombinadsorptionsverbindung beantwortet das, 
was man Fibrin zu nennen pflegt. Es wird nunmehr verstandlich, daB 
und weshalb seit alters her verschiedene Sorten von Fibrin Erwahnung 
gefunden haben und tatsachlich auch nebeneinander bestehen. Und 
zwar nicht abhangig von der Prazipitinwirkung, sondern von der Starke 
der Agglutininwirkung des Thrombins und vor allem davon, ob der 
Kalk sich an den Reaktionen beteiligt; es sind eben im Zusammenhang 
damit die Struktur, die Zusammensetzung und die Eigenschaften des 
Fibrins wechselnde. Den Agglutininkomponenten des Thrombins ver- 
dankt das Fibringel hauptsachlich die Eigenschaften der Kontraktilitat 
und Elastizitat ; dem Kalkgehalt vor allem seine schwierige Reversibilitat. 
Letzteres deshalb, weil das kalkhaltige Fibringel sozusagen erst entkalkt 
werden muB, bevor die organisch zusammengesetzten Bestandteile des 
Fibrins: das Fibrinogen und das Thrombin, in den Solzustand zuriick- 
versetzt und getrennt werden kénnen. In dem Kalkgehalt diirfte auch 
die Tatsache ihre Ursache finden, daB die kalkhaltigen Fibringele 
sich bedeutend leichter reversibel solvieren lassen unter Verwendung 
von Saéuren als von Alkali. SchlieBlich sei noch darauf hingewiesen, 
da8 es nunmehr zugleich erklarlich erscheinen diirfte, dab und weshalb 
das Thrombin seit Alex. Schmidt seinen Ruf als Ferment hat behaupten 
kénnen, trotz der vielfach gemachten Einwinde. Es besitzen doch 
die Fermente einerseits und die Prazipitine und Agglutinine andererseits 
mehrere Eigenschaften und Merkmale gemeinschaftlich, z. B. die 
folgenden: Keine stéchiometrische Beziehung zwischen dem Agens 
und dem Substrat; leichteres Vorsichgehen der Reaktionen bei Korper- 
als bei Zimmertemperatur, Ausnahmefialle dahingestellt gelassen; eine 
gewisse Thermolabilitat; den EinfluB des Milieus, mit Namen von 
Elektrolyten auf die Wirkung des Agens; die aktivierende Wirkung 
von Kalksalzen in gewissen Fiailen; die Existenz von Antikérpern und 
last not least: die Eigenschaft von dem Agens, um von dem Substrat 
adsorbiert, verankert werden zu kénnen. Samtliche Eigenschaften 
und Merkmale waren in bezug auf das Thrombin tatsachlich schon 
lange bekannt, mit Ausnahme der zuletzt erwahnten Eigenschaft, und 
gerade diese hat sich als besonders wichtig erwiesen. 


IV. Uber die Ursachen des Fliissigbleibens und der Gerinnung des Blutes. 

Bekanntlich gibt es einen Parallelismus zwischen der Konservierung 
der Blutformelemente und dem Flissigbleiben des Blutes. Von den- 
jenigen Mitteln und MaBregeln, von welchen dem Zerfall geformter 
Blutelemente entgegengewirkt wird, wird auch die Blutgerinnung 
verzogert, und umgekehrt. Es gehéren zu solchen Mitteln z. B. das 
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Hirudin sowie die sogenannten neutralen Salze der Alkali- und Erd- 
alkalimetalle in gewissen Konzentrationen. Indessen werden die Blut- 
formelemente von diesen Mitteln nicht absolut konserviert, wahrend 
ja tibrigens besagte Mittel, sogar die Salze unter sich, erhebliche 
Differenzen aufweisen in Hinsicht zu der Konservierung der Blut- 
formelemente und der Vorbeugung der Gerinnung des Blutes. Es 
bleiben eben das Hirudin- und Salzblut nicht dauernd fliissig, und in 
bezug auf die Hirudin- und Salzplasmata gilt dasselbe. D.h., was die 
Plasmata des Menschen und der Saugetiere tiberhaupt betrifft; von 
dem Vogelblut lassen sich unter geeigneten Versuchsbedingungen 
Salzplasmata gewinnen, die dauernd fliissig erhalten werden kénnen, 
also stabil sind. Nach einer diesbeziiglichen Methode von Delezenne! 
kann ja sogar ein natiirliches stabiles Vogelblutplasma gewonnen 
werden. Dab dasselbe nicht zutrifft in Hinsicht zu nach einer ahnlichen 
Methode von Bordet und Gengou* hergestellten Menschen- und Siugetier- 
plasmata, wird offenbar dadurch verursacht, dab sogar bei diesem 
schonenden Verfahren Blutformelemente zugrunde gehen, so dab 
Thrombin in einer erheblichen Menge in den betreffenden Plasmata 
titig wird. Ahnliches hat Geltung in Beziehung zu den Hirudin- und 
Salzplasmata. 


Nun ergibt sich jedoch die auffallende Tatsache, dab in dem nach 
Bordet und Gengou angefertigten natiirlichen Saugetierplasma inner- 
halb ziemlich kurzer Zeit Gerinnungserscheinungen eintreten, falls 
dieses Plasma aus dem paraffinierten Aufhebungsmaterial in Glas- 
material iibertragen wird, wahrend in den Hirudin- und Salzplasmata 
Gerinnungserscheinungen viel langer ausbleiben, trotz des Umstandes, 
da8 in simtlichen Plasmata Thrombin enthalten ist. Sogar im Chlor- 
calciumplasma kénnen meiner Erfahrung nach Gerinnungserscheinyngen 
bis zweimal 24 Sturfden ausbleiben; im Chlornatrium- und Citratplasma 
bekanntlich noch bedeutend langer, und im Magnesiumsulfat-, Oxalat-, 
Fluorid- und Hirudinplasma sehr lange. Bei der gerinnungsverzégernden 
Wirkung des Hirudins darf man ja wohl mit Morawitz sich der An- 
nahme hingeben, daB dabei eine Antithrombinwirkung im Spiele sein 
mag. Aber weshalb macht sich dann das in den Salzplasmata vorhandene 
Thrombin wahrend kiirzerer oder langerer Zeit nicht geltend! Das 
kann, soweit ich sehe, nur darin seine Ursache finden, dab das Thrombin 
von den betreffenden Salzkonzentrationen in einem solchen Solvations- 
zustand bzw. kolloiden Lésungszustand erhalten wird, daB seine 
Wirkung erst ganz allmahlich zur AuBerung kommen kann, wihrend 
auBerdem zweifellos der Solvationszustand des Fibrinogens von den 


? Arch. de Physiol. norm. et pathol. 29, 333, 347, 1897. 
2 Ann. de I’Institut Pasteur 17, 261, 1903. 
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in Rede stehenden Salzkonzentrationen geférdert wird; es gesellt sich 
eben die solvierende Wirkung des Salzes der des Plasmaalkalis hinzu. 
DaB die ursichlichen Verhaltnisse in dieser Richtung zu suchen seien, 
darauf diirfte folgendes hinweisen. Es lassen sich im Magnesiumsulfat- 
plasma Gerinnungserscheinungen hervorrufen von der einfachen Ver- 
diinnung des Plasmas mit einer geniigenden Menge destillierten Wassers ; 
offenbar reicht die stark verdiinnte Magnesiumsulfatlésung und zugleich 
die starke Verdiinnung des Plasmaalkalis nicht mehr aus, um das 
Thrombin — und das Fibrinogen — in einem solchen Solvations- 
zustand zu erhalten, daB die Thrombinwirkung sich nicht mehr geltend 
machen kann. Wird dem Oxalat- oder Fluoridplasma eine der vor- 
handenen Oxalat- oder Fluoridmenge entsprechende Quantitat Chlor- 
calcium hinzugesetzt, so treten ebenfalls Gerinnungserscheinungen ein; 
meiner Ansicht nach, weil das betreffende Solvens (Oxalat, Fluorid) 
auBer Tatigkeit gesetzt wird. Wird genau die entsprechende Menge 
des Chlorcalciums innegehalten, so bekommt man ein Gel, das ver- 
haltnismaBig leicht reversibel ist; wird ein gewisser Uberschu8 an 
Chlorcalcium hinzugegeben, so zeigt sich das entstehende Gel ver- 
haltnismaBig schwer reversibel; wird andererseits eine zu grobe Menge 
Chlorcalcium verwendet, so kénnen anfangs Gerinnungserscheinungen 
ganz ausbleiben, offenbar weil sich dann die solvierende Wirkung des 
Chlorcalciums geltend macht. Weshalb laBt sich nun aus Salzplasmata, 
vor allem aus Oxalat- und Fluoridplasma, nach dem Aussalzungs- 
verfahren von Hammarsten eine reine Fibrinogenlésung herstellen, 
obwohl auch die betreffenden Plasmata nicht als ganz thrombinfrei 
betrachtet werden kénnen? Und weshalb laBt sich aus einem kiinst- 
lichen Fibrinalkalihydrosol, wie dieses z. B. hergestellt werden kann 
von der durch Schlagen von Blut gewonnenen Fibrinfasermasse, das 
Fibrinogen nach dem nimlichen Versuchsverfahren isolieren ? Offenbar 
weil das Fibrinogen von einer niedrigeren Salzkonzentration aus- 
gesalzen wird als das Thrombin, wenn auch die Aussalzungsgrenze 
nicht weit auseinanderliegt. Daf dem so sein mub, diirfte schon daraus 
hervorgehen, daB einerseits, wie schon von Pekelharing ermittelt worden 
ist, aus der dem erstmalig ausgesalzenen Gel umgebenden Fliissigkeit 
einiges Thrombin gewonnen werden kann, wahrend andererseits einiges 
Thrombin mit niedergerissen wird. Bei den weiteren Prozeduren der 
wiederholten Lésung des Gels mittels einer schwachen Kochsalzlésung 
und dem Wiederaussalzen mittels der Halbsattigung mit Salz werden 
offenbar das Fibrinogen und die spirliche Menge anfangs mitprazipi- 
tierten Thrombins dermaBen voneinander getrennt, daB schlieBlich 
eine reine Fibrinogenlésung resultiert. Tatsachlich kénnte man dem- 
nach das beim erstmaligen Aussalzen des Plasmas gebildete Gel eben- 
sogut Fibrin wie Fibrinogen nennen, weil es sich dabei ja um ein 
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Fibrinogengel handelt, das nicht ganz thrombinfrei ist, aber Hammarsten 
zu Ehren diirfte es angemessen erscheinen, fiir besagtes Gel den Namen 
unreines Fibrinogen beizubehalten. Da tibrigens die Herstellung 
einer reinen Fibrinogenlésung nach dem urspriinglichen Verfahren 
von Hammarsten leichter vonstatten geht, falls als Ausgangsmaterial 
Pferdeblut verwendet wird, und bedeutend schwerer, falls z. B. von 
Rinderblut ausgegangen wird, diirfte auf den héheren Alkalinitatsgrad 
des Pferdeblutplasmas zuriickzufiihren sein. Es ist ja tibrigens eine 
langst bekannte Erfahrung, daB die Anfertigung einer reinen Fibrinogen- 
lésung von der Verwendung einer Spur Alkali bei der jeweiligen Lésung 
des Gels bedeutend geférdert werden kann. Vermutlich liegen eben die 
Aussalzungsgrenzen des Fibrinogens und des Thrombins etwas weiter 
auseinander bei Gegenwart von einer Spur freien Alkalis; in diesem 
Umstand diirfte auch die Tatsache ihre Ursache finden, daB aus einem 
kiinstlichen Fibrinalkalihydrosol das Fibrinogen verhaltnismaBig leicht 
im isolierten Zustande erhalten werden kann. 

Vorausgesetzt, daB es miéglich ware, solche Vorkehrungen zu 
treffen, durch welche die Blutformelemente absolut konserviert werden 
wiirden, so wiirde zweifellos ein dauernd stabiles Menschen- und 
Saugetierplasma erhalten werden kénnen. Daf dem so sein mub, 
darauf diirfte per analogiam daraus geschlossen werden mdgen, dal 
sich nach dem betreffenden Verfahren von Delezenne ein dauernd 
stabiles Vogelblutplasma herstellen laBt; auch die Tatsache, dab es 
stabile Transsudate gibt, diirfte in dieselbe Richtung weisen. Dab es, 
wenigstens soweit mir bekannt, bis jetzt nicht gelungen ist, ein dauernd 
stabiles, natiirliches Plasma vom Menschen- und Saugetierblut her- 
stellen zu kénnen, diirfte vor allem auf die auBerordentlich grobe 
Vulnerabilitat der Saugetierblutplattchen zuriickzufiihren sein. 

Tatséchtich l48t sich auf einem direkten experimentellen Wege der 
urséchliche Zusammenhaeng zwischen der Blutpléttchenkonservierung und 
dem Fliissigbleiben des Blutes, sowie zwischen dem Blutplattchenzerfall 
und dem Eintreten von Gerinnungserscheinungen in einer einfachen Weise 
nachweisen. Wenn, nach einem von K. Biirker! inaugurierten Verfahren, 
Blut tropfenweise auf geglittete Paraffinbléckchen aufgehoben und in 
feuchte Kammern gestellt wird, so bleiben bekanntlich solche Tropfen 
anfangs fliissig. Trifft man dabei die Vorsorge, eine Fingerkuppe mit einem 
diinnen Paraffinhéutchen zu umgeben und mit einer haarscharfen Nadel 
durch das Hautchen hindurch in die Fingerkuppe zu stechen, wahrend man 
die ausflieBenden Tropfen in der erwaihnten Weise behandelt, so bleiben 
meiner Erfahrung nach die Tropfen sogar mehrere Stunden fliissig. In den 
Tropfen tritt, gerade ebenso wie in einem nach Hewson doppelt unter- 
bundenen und vertikal gestellten GefaBstiick, nach kurzer Zeit eine Trennung 
zwischen den Blutbestandteilen ein; die Erythro- und Leucocyten senken 
sich, wéhrend sich in der Kuppe des Tropfens klares Plasma ansammelt, 


1 Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 102, 36, 1904. 
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mitsamt einer Unmasse von Blutpléttchen. Ungeachtet des Umstandes, 
daB die Blutpléttchen in dem Kuppenplasma in einer relativ gréBeren 
Anzahl vorhanden sind als in den urspriinglichen Blutstropfen, da das 
Kuppenplasma geradezu von Blutplattchen strotzt, bleiben Plattchenzerfall 
und sogar Plattchenagglutination wéhrend langerer Zeit aus, und Gerin- 
nungserscheinungen ebenfalls. Entnimmt man mit einem sehr sauberen 
Deckglas der Tropfenkuppe ein Plasmablutpléttchentrépfchen zur An- 
fertigung eines mikroskopischen Préparats, so laBt sich bei der sofortigen 
Dunkelfelduntersuchung folgendes beobachten: 

Anfanglich bekommt man nur sich in sanfter (Brownsche ?) Bewegung 
befindende Blutpliéttchen zu Gesicht, und weiter, auBer etwaiger Hamo- 
konien, gar nichts. Schon nach einer kurzen Zeit andert sich jedoch das 
Bild. Es fangen eine Anzah! von Blutpléttchen — wohl oder nicht nach 
vorheriger Agglutination — auseinanderzufallen an; wahrend die Bruch- 
stiicke schnell spurlos in der Fliissigkeit verschwinden. Sodann sieht man 
plétzlich die ersten kristallahnlichen Naédelchen erscheinen, wahrend die 
Zahl der Nadelchen rasch zunimmt. Diese Erscheinungen sind derzeit schon 
von H. Stiibel! und W. H. Howell? — von welchen Autoren ja die Ent- 
deckung von Schimmelbusch betreffs der Nadelchen der Vergessenheit der 
Physiologen entriickt worden ist — nicht nur beschrieben, sondern auch 
im photographischen Bilde fixiert worden, und zwar zu einer Zeit, als 
meine diesbeziiglichen Untersuchungen sich noch im Laufe befanden. 
Ubrigens sieht man auch in diesen Praéparaten éfters richtige Fiadchen 
aufschieBen und wachsen; es kann sich sogar ereignen, besonders wenn 
das betreffende mikroskopische Préparat angefertigt worden ist von einem 
schon laéngere Zeit in der feuchten Kammer verweilenden Blutstropfen, 
da8 man tiberhaupt keine Nadelchen, sondern nur richtige Fadchen zu 
Gesicht bekommt. Was iibrigens die Niadelchen betrifft, ordnen sich diese 
auch in dem vorliegenden Falle in Langsrichtung zu Fadchen und Faserchen 
an, wahrend die Schwarmbildung sonderbarerweise im Hintergrunde 
steht, obwohl doch Thrombin vorhanden sein muB. Nachdriicklich sei 
hervorgehoben, daB die Nadelchen zwar an Blutplattchen haften kénnen, 
und da®B die originéiren Faédchen von Blutplaittchen oder Blutplattchen- 
haufen ausstrahlen kénnen, aber daB sowohl die Nadelchen wie die Fadchen 
auch in der freien Fliissigkeit, ohne jeden Kontakt mit Blutplattchen, 
erscheinen x6nnen. Und weiter, daB der MicellarkristallisationsprozeB in 
casu eintritt im AnschluB an den Blutplattchenzerfall, sowie daB der Blut- 
plattchenzerfall hier offenbar herbeigefiihrt wird unter dem Einflu®8 des 
Eingeschlossenseins zwischen, bzw. der Beriithrung mit dem Objekt- und 
Deckglas; das Glas stellt eben eine rauhe Oberflache dar. 


Ubrigens ist die EinschlieBung zwischen Objekt- und Deckglas, bzw. 
ein ,,mechanisches Moment‘, nicht die einzige Ursache des Zerfalls von 
Blutpléttchen in diesem natiirlichen, pléttchenhaltigen Plasma mit nach- 
folgender Gerinnung. Denn auch in dem in der feuchten Kammer auf 
Paraffin verbleibenden Blutstropfen tritt schlieBlich Gerinnung ein. Es 
findet jedoch dabei die Gerinnung hauptsaéchlich in dem Kuppenteil statt. 
Es 148t sich némlich mit einer feinen Pinzette ein oberflachliches Gerinnsel- 


1 Pfliigers Arch. d. ges. Physiol. 156, 361, 1914; 181, 285, 1920. 
2 Amer. Journ. of Physiol. 85, 143, 1914; Textbook of Physiol., 
6. Aufl., 1916. 
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chen, an dessen Rande feine Faéserchen ausragen, entfernen, wobei der 
Basisteil des Blutstropfens mehr oder weniger zerflieBt. Es ist eben der 
Basisteil des Tropfens nicht vollsténdig geronnen; der Kuppenteil, also 
das plittchenhaltige Plasma, hat sich dementgegen vollsténdig in ein 
Gerinnselchen verwandelt. Letzteres sieht an seiner unteren Seite etwas 
rosa aus; es ist etwas klebrig, welche Eigenschaft sofort verlorengeht 
beim Hin- und Herbewegen des Gerinnselchens in Wasser. Dabei wird es 
rein weib, wahrend es sich in ein verhaéltnismaéBig wenig elast sches Hautchen 
verwandelt, das merkwiirdigerweise ziemlich leicht reversibel léslich ist 
mit Hilfe einer Spur Alkali oder Séure. Wird ein kleiner Teil des Haéutchens 
auf einem Objekttréger mit zwei Piaépariernadeln gepliist und dann ein 
Deckglas aufgelegt, so ergibt sich bei der mikroskopischen Untersuchung, 
daB ihm ein Gewebe von Fadchen und Faserchen zugrunde liegt, in dem 
sich eine Unmasse von amorphen Kérnchen vorfindet. Letztere diirften 
wohl haupts&échlich Bruchstiicke von unvollsténdig auseinandergefallenen 
Blutplattchen darstellen und teilweise sogar kaum verénderte Blutplattchen ; 
die Blutplattchen sind offenbar nicht alle zu Amikronen zerfallen. Wenn 
hier einen Augenblick das Wort ,,Thrombus“ verwendet werden diirfte, so 
hatte man es hier nicht zu tun mit einem Blutpléttchenthrombus, der von 
einem Fiadchengeriist durchwoben sei, sondern vielmehr umgekehrt mit 
einem sehr dichten Fadchengeriist, in dem Reste von Blutplattchen sowie 
noch einzelne nahezu intakte Blutplattchen eingeschlossen vorhanden seien. 
Es lassen sich diese Befunde bestétigen bei einer Bearbeitung der Gerinnsel- 
chen nach der Fibrinférbungsmethode von Weigert. 

Es ergibt sich die Frage, was die Ursache ist des, sei es unvoll- 
stiindigen, Blutplattchenzerfalls in dem in der feuchten Kammer auf 
Paraffin sich selbst lange genug iiberlassenen Blutstropfen. Handelt 
es sich dabei um eine natiirliche Absterbeerscheinung oder um einen 
teilweisen Zerfall unter dem EinfluB der sich allmahlich geltend 
machenden Verdampfung? Ersteres ware ja nicht von vornherein 
auszuschlieBen, aber daB von der Verdampfung bzw. Eintrocknung 
in casu ein EinfluB auf den Blutplattchenzerfall ausgeiibt werde, wird 
dadurch wahrscheinlich, da8 Gerinnungserscheinungen um so linger 
ausbleiben, je besser die feuchte Kammer funktioniert. NaturgemaB 
ware auch zu beriicksichtigen, dab die Verdampfung sich den Fibrinogen- 
micellen gegeniiber im Sinne einer Dehydratisation bzw. eventuell 
Entquellung geltend machen kénnte, nach Analogie desjenigen, was 
vorher in bezug auf formelementfreie Gerinnungsfliissigkeiten berichtet 
worden ist. Aber in dem vorliegenden Falle liegt die Sache doch 
anders, weil es sich hier nicht um eine anfangliche Gallertbildung 
handelt, sondern die Fiadchen und Fiaserchen unmittelbar gebildet 
werden, wahrend eine teilweise Strukturlosigkeit des Gels hier nicht 
oder kaum zutrifft. Es will mir denn auch scheinen, dab, wenn auch 
von der Verdampfung in casu ein férdernder EinfluB auf die Dehydra- 
tation bzw. Labilisation der Fibrinogenmicelle ausgeiibt werden mag, 
es sich doch hauptsichlich um einen Einflu8 der Verdampfung bzw. 
Eintrocknung in Hinsicht zu dem Blutplattchenzerfall handelt. 
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Wie dem auch sei, auf jeden Fall lat sich mit Bestimmtheit 
aussagen, daB es sich bei stundenlangem Fliissigbleiben des sich auf 
Paraffin in der feuchten Kammer vorfindenden Blutstropfens um 
zwei rein physische, sozusagen negative Faktoren handeln mub, und 
zwar einesteils die Schiitzung vor der Beriihrung mit rauhen Ober- 
flachen bzw. Gegenstanden, und anderenteils die Schiitzung vor Ver- 
dampfung. Wird eine rauhe Oberflache oder Verdampfung eingeschaltet, 
so tritt Blutplattchenzerfall und der MicellarkristallisationsprozeB ein. 
Was ist nun die nahere Ursache des Eintretens des Micellarkristalli- 
sationsprozesses in diesem natiirlichen, blutplattchenhaltigen Plasma: 
weshalb werden dabei nahezu ausschlieBlich Fadchen und Faserchen 
und kaum Schwarme gebildet, und weshalb ist das Kuppengerinnsel 
so leicht reversibel? In Betreff der ersteren Frage sei zunachst hervor- 
gehoben, daB, falls Blutplattchenzerfallsprodukte in einer erheblichen 
Menge in das Plasma geraten, von diesen Substanzen ein Teil des 
Wasservorrats des Plasmas beschlagnahmt und auBerdem der Alkali- 
nitatsgrad des Plasmas herabgesetzt werden muB. Zu letzterer SchluBb- 
folgerung bringt die Tatsache, daB die sogenannten ,,[nnenkérper* 
der Blutplattchen basophil sind, so daB wenigstens die Innenkoérper- 
substanz sich infolge ihrer Saurenatur dem O H’-Ionengehalt des Plasmas 
gegeniiber geltend machen wird. Da8 iibrigens beim Blutplattchen- 
zerfall Thrombin in dem Plasma tatig wird, diirfte auBer Frage stehen, 
und daB die Wirkung des Thrombins in casu geférdert werde von der 
Herabsetzung der OH’-Ionenkonzentration, ebenfalls. Wegen der 
Prazipitinwirkung des Thrombins muB der Micellarkristallisationsprozeb 
in Kraft treten, wahrend von den experimentellen Befunden aus- 
gewiesen wird, daB dieser ProzeB fast vollstandig in Kraft tritt, laut 
der ausgiebigen Bildung von Fadchen und Fiserchen. Ubrigens erhebt 
sich auch in dem vorliegenden Falle wieder die Frage, ob von den zuerst 
entstehenden Micellarkristallen méglicherweise ein férdernder EinfluB 
ausgeiibt werde in Hinsicht zu dem Eintreten des Micellarkristalli- 
sationsprozesses in groBerem Umfange, analog den diesbeziiglichen friher 
erwahnten Gesichtspunkten. Es ware iibrigens in casu noch eine andere 
Frage zu beriicksichtigen, und zwar diese, ob ein Teil der Micellar- 
kristalle vielleicht von den Blutplattchen selber geliefert werden kénne. 
Zu dieser Frage wird man naturgemaéB veranlaBt, wenn der Ansicht 
von Morawitz', Schittenhelm und Bodong? Rechnung getragen wird 
dahingehend, daB in den Blutplattchen samtliche fiir die Gerinnung 
erforderlichen Bestandteile enthalten seien. Wenn die betreffenden 
Fragen auch zweifellos als sehr interessant und wichtig erachtet werden 


1 Hofmeisters Beitr. 4, 381, 1904. 
2 Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 54, 217, 1906. 
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miissen, so muB doch die Antwort schuldig gelassen werden. Jedenfalls 
laBt sich das Eintreten des Micellarkristallisationsprozesses im AnschluB 
an den reichlichen Zerfall von Blutplattchen auch schon genitigend 
erkliaren an Hand der Prazipitinwirkung des beim Blutplattchenzerfall 
in dem Plasma titig werdenden Thrombins, zumal im Zusammenhang 
mit der Herabsetzung des Alkali- und Wasservorrats des Plasmas. 
Wir gelangen nun zu den weiteren oben genannten Fragen, weshalb 
sich in dem natiirlichen, blutplattchenhaltigen Plasma der Micellar- 
kristallisationsvorgang nahezu unbeschrankt entwickelt unter der end- 
giiltigen Bildung von Fiadchen und Fiaserchen, und weshalb das 
betreffende Gerinnsel sich verhaltnismaBig leicht reversibel ausnimmt. 
Es scheint mir die Annahme auf der Hand zu liegen, dab die 
Agglutininwirkung des beim Blutplattchenzerfall in dem Plasma 
titig werdenden Thrombins ganz oder nahezu ganz fehlt, und dab 
der Faktor Kalk sich in casu nicht oder kaum geltend macht. Also im 
Gegensatz zu der vom Blutserum herbeigefiihrten Fibringerinnung 
und zugleich im Gegensatz zu der im ganzen Blute auftretenden Fibrin- 
gerinnung. Es ist gerade das in dem ganzen Blute sich ausbildende 
Fibringerinnsel, also das Fibringerinnsel, das dem Blutkuchen zugrunde 
liegt, auch nach tiichtiger Wasserwaschung des Blutkuchens, auber- 
ordentlich schwer reversibel, sogar noch schwieriger als die beim Schlagen 
von Blut gewonnene Fibrinfasermasse. Ubrigens erweist sich die 
winzige Fibrinfasermasse, welche sich erhalten laBt, falls man einen 
einzigen Tropfen des Vollblutes auf einem Objekttrager aufhebt und 
mittels zweier Prapariernadeln riihrt, ebenfalls verhaltnismaBig schwer 
reversibel. Entnimmt man jedoch mit einem Objektglas ein Blut- 
plattchen-Plasmatrépfchen der Kuppe eines sich auf Paraffin in der 
feuchten Kammer vorfindenden Blutstropfens, und riihrt man das 
Trépfehen mitvels zweier Prapariernadeln, so erweist sich das sich aus- 
bildende Gerinnselchen verhiltnismaBig leicht reversibel. Es ist klar, 
daB die vorliegenden Reversibilitatsdifferenzen in erster Instanz zu- 
sammenhingen mit der An- oder Abwesenheit von Leucocyten und 
roten Blutzellen. Aber in welcher Weise werden dann die betreffenden 
Differenzen von den Leucocyten und (oder) Erythrocyten herbeigefiihrt ‘ 
Hierzu vergegenwartige man sich zunachst, dab das sich im ganzen 
Blute ausbildende Fibringerinnsel, auch nach tiichtiger Wasserwaschung 
und eventueller Extraktion mit einer schwachen Kochsalzlésung, noch 
immer verunreinigt ist mit Resten von Blutformelementen bzw. Resten 
von Leucocyten und Erythrocytenstromata, und da Ahnliches zutrifft 
in Beziehung zu dem durch Schlagen oder Riihren von Vollblut ge- 
wonnenen Fibrin. Es diirfte in diesem Umstande eine der Ursachen 
der schweren Reversibilitét zu erblicken sein, aber nicht die alleinige. 
DaB dem so sein mu, diirfte daraus geschlossen werden kénnen, dab 
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auch solche Fibringerinnsel sich als schwer reversibel erweisen, welche 
unter dem EinfluB8 des Vollblutserums in einem Transsudat, im kalk- 
haltigen Salzplasma oder gar in einer reinen Hammarstenschen Fibri- 
nogenlésung erzeugt worden sind. Es nahert sich eben das Verhalten 
der im natiirlichen, plattchenhaltigen Plasma entstehenden Gerinnsel 
mehr denjenigen Fibringerinnseln an, welche sich unter Serumeinflub 
herbeifiihren lassen im Oxalat- und Fluoridplasma, also solchen Ge- 
rinnseln, an deren Bildung Kalk nicht teilgenommen hat. Es labt diese 
Sachlage naturgemaB den Gedanken aufkommen an die Méglichkeit, 
daB auch die in Rede stehende Gerinnung ohne Mitwirkung von Kalk 
vor sich gehe. Zutreffendenfalls miibte angenommen werden, dab 
weder das natiirliche Plasma noch die Blutplattchen Kalk enthalten 
wiirden; da dementsprechend der bei der natiirlichen Blutgerinnung 
sich beteiligende sowie der im Serum vorhandene Kalk entweder 
von den roten Blutzellen oder von den Leucocyten geliefert werde. 
DaB die Blutplittchen kalkfrei sind, ist anzunehmen angesichts der 
Tatsache, daB diese Gebilde sich so duBerst vulnerabel ausnehmen 
mechanischen Eingriffen gegeniiber, und da sie so besonders leicht 
lislich sind in schwachem Alkali. In bezug auf das natiirliche Blut- 
plasma diirfte die Annahme eines etwaigen Fehlens von reagierbarem 
Calcium doch wohl nicht ohne weiteres vorausgesetzt werden. Dann 
aber bliebe, soweit ich sehe, nur die Méglichkeit iibrig, entweder dai 
beim Blutplattchenzerfall blo& Prazipitin und keines oder kaum 
Agglutinin in dem Plasma tatig werde, oder daB zwar auch Agglutinin 
gebildet werde, daB jedoch diesem Agglutinin kaum das Vermégen zu- 
kommen werde, um mit Plasmakalk reagieren zu kénnen bzw. von 
Plasmakalk aktiviert werden zu kénnen. Bei der natiirlichen Blut- 
gerinnung miiBte dann also im Gegenteil ein stark wirksames bzw. 
ein mit Plasmakalk tiichtig reagierbares Agglutinin in dem Plasma 
tatig werden, entweder infolge des Zerfalls von roten Blutkérperchen 
oder von Leucocyten, oder von beiden. © Tatsache ist jedenfalls, da’ 
bei der natiirlichen Blutgerinnung ein stark wirksames Thrombin 
sowohl in Hinsicht zu der Agglutinin- wie der Prazipitinwirkung 
gebildet wird, und dab der Kalk sich bei dieser Gerinnung stark be- 
teiligt, was ja nicht nur daraus hervorgeht, daB die betreffenden Ge- 
rinnsel sich als schwer reversibel erweisen, sondern auch daraus, dab 
das Voliblutserum in beiden Hinsichten eine rege Wirksamkeit zu ent- 
falten vermag, namentlich auch in bezug auf die Agglutininwirkung. 
Es ist indessen nicht meine Absicht, an dieser Stelle auf den betreffenden, 
iibrigens zweifellos sehr wichtigen Gegenstand naher einzugehen. 

Es befindet sich das in einem nach Hewson doppelt unterbundenen 
und aus dem Kérper entfernten BlutgefaBstiick vorhandene Blut 
anfangs insoweit unter ahnlichen Bedingungen, wie ein auf Paraffin 
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aufgehobener und in die feuchte Kammer gestellter Blutstropfen, als 
es die Schiitzung vor der Beriihrung mit rauhen Gegenstainden und 
vor Verdampfung betrifft. Es diirften jedoch im ersteren Falle die 
Verhaltnisse sich weit komplizierter gestalten, nicht nur in bezug auf 
das anfangliche Ausbleiben von Gerinnungserscheinungen, sondern 
auch auf das Eintreten von Gerinnung. Was den ersten Punkt anbelangt, 
mag sich die schlieBlich absterbende GefaBwandintima vielleicht als 
rauhe Oberflache geltend machen, aber es diirfte noch etwas hinzu- 
kommen. Es wire ja gar nicht ausgeschlossen, im Gegenteil als wahr- 
scheinlich zu betrachten, daB von der absterbenden bzw. abgestorbenen 
GefaBwand Gewebskoagulin in das Plasma geliefert wird. Schon 
von Buchanan und von Alex. Schmidt ist ja ermittelt worden, dab 
GefaBwandextrakte, ebenso wie Extrakte mancher anderer Kérper- 
gewebe, eine gerinnungsférdernde Substanz enthalten, die von diesen 
Forschern als von Gewebeleucocyten herkémmlich betrachtet worden 
ist. Die Bezeichnung Gewebskoagulin stammt bekanntlich von L. Loeb". 
Es fragt sich, ob besagtes Gewebskoagulin nicht als identisch zu be- 
trachten sei mit der Prazipitinkomponente des Thrombins. Auf 
diese Méglichkeit oder richtiger Wahrscheinlichkeit diirften die folgenden 
Tatsachen hinweisen. 


Es gibt Falle von Hydrops anasarca, von Stauungsédem des subkutanen 
Gewebes also, bei welchen nach der Punktion nur tropfenweise Fliissigkeit 
ablauft, wahrend diese Fliissigkeit sich als fibrinogenfrei, also als rein 
serés erweist. Die Ursache dieser Befunde ist meiner Erfahrung nach diese, 
daB in den betreffenden Fallen innerhalb des subkutanen Gewebes Gerinnsel- 
bildung stattgefunden hat. Es liegt den betreffenden Gerinnseln, die sich 
bei der oberflaéchlichen Betrachtung als schwach gelbliche Gallertklumpen 
ausnehmen, ein Gewebe von Faédchen unl Faserchen zugrunde, das von 
Fliissigkeit durchtrankt ist; es wird eben von dem Fadchengewebe die 
Fliissigkeit gewissermaBen festgehalten. Deswegen Ja8t sich beim Punk- 
tieren nur tropfenweise eine rein serése Fliissigkeit entfernen, und deswegen 
kann die multiple Punktion als therapeutische Mabregel als zwecklos 
betrachtet werden. Werden die erwaéhnten Gallertklumpen ausgepreBt 
und im Wasser iibertragen, so verwandeln sie sich in eine rein weiBe Faser- 
Hautemasse, die sich als sehr leicht reversibel erweist. D.h. also, daB in 
casu in dem Transsudat der MicellarkristallisationsprozeB vor sich gegangen 
ist, ohne bzw. unter nur schwacher Beteiligung eines Agglutinins. Es ergibt 
sich ja auch hier wieder die Frage, ob das betreffende transsudierte Plasma 
kalkfrei ist. Wenn wir diese Frage nach wie vor dahingestellt sein lassen, 
so darf doch jedenfalls geschlossen werden, daB in der subkutan trans- 
sudierten Plasmafliissigkeit sich ein Prézipitin geltend gemacht hat, denn 
sonst ware ja die Erscheinung des Micellarkristallisationsprozesses bzw. des 
Fadchengewebes in casu ganz unversténdlich. Woher stammt dieses Pré- 
zipitin. Man vergegenwartige sich hierzu, daB das in den Spalten des Unter- 
hautbindegewebes sich vorfindende transsudierte Plasma mit den Elementen 





' Hofmeisters Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. 5, 192, 534, 1904; 
6, 260, 1905; 8, 67, 1906; 9, 185, 1907. 
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dieses zellenreichen Gewebes in direkter Beriihrung steht, so daB leicht 
Gewebsbestandteile von der Fliissigkeit ausgelaugt werden kénnen. Offen- 
bar befindet sich unter diesen Bestandteilen Gewebskoagulin (Zellkoagulin 7), 
von dem in casu der MicellarkristallisationsprozeB ausgelést wird, nach Art 
der diesbeziiglichen Wirkung des Prazipitins. 

Weil die BlutgefaBwand — und iiberhaupt jede Wand irgend einer 
Koérperhéhle — grundsatzlich Elemente enthialt, die in dem subkutanen 
Gewebe reichlich vorhanden sind (z. B. Bindegewebszellen, Muskel- 
zellen usw.), so diirfte es erklarlich erscheinen, daB von der abgestorbenen 
Wand eines BlutgefaBes Gewebskoagulin in das Plasma iibertreten 
kénne und daB dieses Koagulin sich dem Plasmafibrinogen gegeniiber 
ebenfalls geltend mache nach Art des Prazipitins. Falls mittlerweile 
auch ein gewisser Zerfall von Blutformelementen in dem abgebundenen 
GefaBstiick vor sich gegangen sein sollte, so wird naturgemiB auch 
das dabei in dem Plasma tatig werdende Thrombin dem Fibrinogen 
gegeniiber in Kraft treten. 

Solange jedoch die Wand des GefaBstiickes am Leben bleibt, 
wird nicht nur kein Gewebskoagulin in das Plasma iibertreten, sondern 
es wird voraussichtlich auch etwa im Zusammenhang mit Blutform- 
elementenzerfall in dem Plasma auftretendes Thrombin auBer Tatigkeit 
bleiben in bezug auf das Plasmafibrinogen. Wenigstens wenn die Lehre 
von der positiven gerinnungshemmenden Wirkung der lebenden Gefab- 
wandintima als den tatsiachlichen Verhaltnissen entsprechend an- 
gesehen werden darf. 

In betreff dieses Gegenstandes sei folgendes hervorgehoben. Schon 
von Thackrah' ist derzeit die Ansicht ausgesprochen worden, daB das Blut 
in unmittelbarer Beriihrung mit der lebendigen und unverénderten GefaB- 
wand nicht gerinne. Diese Ansicht erhielt eine weitere experimentelle 
Basis in dem Befund von E£. Briicke®, der bei 0°C das Blut in noch 
schlagenden Herzen getéteter Schildkréten bis zum achten Tage ungeronnen 
antraf. Brrcke gab sich der Auffassung hin, ,,da8 das Blut in irgend einer 
Weise fliissig erhalten werde durch die Einwirkung der Wande des Herzens 
und der GeféBe, und daB es, wenn es herauskommt, gerinne, weil es dieser 
Wirkung entzogen wird.‘‘ Offenbar ist sogar Alex. Schmidt, unter Beriick- 
sichtigung der Briickeschen Lehre, ,,von der Vorstellung von den ge- 
rinnungshemmenden Kraften der lebenden GefaBwand geleitet worden“, 
wie diesem Passus aus seinen Schriften zu entnehmen ware. Fernerhin ist 
dann der lebenden GeféBwand das Vermégen zugesprochen worden, eine 
gerinnungshemmende Substanz, die mit dem Namen _ ,,Antithrombin“ 
belegt wurde, sezernieren zu kénnen, wahrend die Lehre der Antithrormbine 
zahlreiche Vertreter gefunden hat. Von Morawitz*, von Fuld und Spiro‘ 
sind Griinde angefiihrt worden fiir das Vorhandensein von Antithrombinen 


1 On the blood. London 1834, 2. Aufl. 

2 Virchows Arch. 12, 81, 172, 1857. 

3% Arch. f. klin. Med. 79, 1, 1903; 79, 432, 1904; 80, 340, 1904. 
* Hofmeisters Beitr. 5, 171, 1904. 
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im strémenden Blute, und von anderen Autoren, u. a. Gutschky' und Nol/?*, 
fiir die Ansicht, daB Antithrombin geliefert werde von dem BlutgefaB- 
endothel bzw. von der Leber. Besonders kraéftige Argumente in Hinsicht zu 
der Sezernierung eines Antithrombins seitens des GefaBendothels sind 
geliefert worden von P. von Baumgarten und seinen Mitarbeitern Bittger 
und Rizor*, indem von diesen Forschern der Nachweis geliefert wurde, 
daB das sich in einem doppelt unterbundenen und in situ verbleibenden 
GefaBstiick vorfindende Blut dauernd fliissig erhalten werden kann. Ich 
méchte mir erlauben, die betreffenden experimentellen Befunde hier in 
aller Kiirze zu referieren. Noch nach 3 Monaten nach der Unterbindung 
die schonend unter aseptischen Kautelen vorgenommen werden mui 
war die Mehrzahl der roten Blutkérperchen weder an frischen noch an 
geharteten und gefarbten Préparaten von normalen roten Blutzellen zu 
unterscheiden. Die Leucocyten zeigten bereits einige Tage nach der Unter- 
bindung eine Einlagerung von feinen Fetttrépfchen, blieben jedoch sonst 
langer als eine Woche unveraéndert; weiterhin wurden eine Anzahl! von 
Leucocyten kleiner, sie bekamen unregelméBige, eckige Konturen, ihre 
Kerne zerbréckelten zu feinkérnigen Detritus. SchlieBlich verschwand 
die Mehrzahl der Leucocyten vollstandig. Auch die Blutplattchen ver- 
mochten sich ziemlich lange in dem abgesperrten Blute zu erhalten. Im 
Laufe der zweiten Woche nach der Unterbindung wurden sie sparlicher 
und undeutlicher; in der dritten Woche gelang es nicht mehr, sie nach- 
zuweisen. Es verengte sich die Kanallichtung des GefaB@stiicks durch eine 
obliterierende Gewebsneubildung schlieBlich stark, jedoch dermaBen, da’ 
das Gewebe der endovasalen Neubildung gegen den Restkanal der einstigen 
GefaBlichtung immer durch ein neugebildetes Endothelhaéutchen ringsum 
scharf abgesetzt war. Gerinnungserscheinungen wurden in dem abgesperrten 
Blute nicht beobachtet; mit der Weigertschen Fibrinfarbung war weder 
friiher noch spéter auch nur die Spur eines blauen Faédchens wahrzunehmen. 
An Stelle des allm&éhlich schwindenden Blutes trat am Ende eine farblose, 
in den Hartungsmitteln sich nur wenig triibende Fliissigkeit, eine Art 
Hydrops e vacuo. 

Es kann, meint von Baumgarten, nicht nur die durch die Glatte des 
normalen Endothels gewaéhrleistete Kcnservierung der Formbestandteile 
sein, welche die Gerinnung des Blutes in ‘den doppelt unterbundenen Ge- 
faBen verhindert, denn diese Konservierung ist keine absolute und dauernde ; 
das intakte, glatte Endothel schiitzt die geformten Blutelemente zwar 
vor einem plétzlichen Tode, vermag aber nicht, ihr langsames, allmaéhliches 
Absterben aufzuhalten. Trotz der Vermischung von Zellinhalt und plas- 
matischer Fliissigkeit bleibt, laut den Ausfiihrungen von Baumgartens, 
Gerinnung aus, waéhrend kein Zweifel dariiber sein kénnte, da®B der aus 
der doppelt unterbundenen GefaSstrecke entleerte Blutstropfen auch nach 
wochenlanger Dauer des Versuchs sofort gerinne. 

Da8 Gerinnungserscheinungen ausbleiben, wird vom Autor vor allem 
auf eine gerinnungshemmende Wirksamkeit der lebenden GeféBwand im 
Sinne einer ,,antifermentativen’, d.h. ,,Fibrinferment‘‘ bindende oder 


1 Zieglers Beitr. 34, 273, 1903. 

2 Arch. intern. de Physiol. 8, 1, 1905/06; 4, 165, 1906; 6, 1, 115, 1908/09; 
7, 280, 379, 411, 1908/09; 9, 204, 407, 1910; 10, 37, 1910; 19, 421, 1922. 

3’ P. von Baumgarten, Entziindung, Thrombose, Embolie und Metastase. 
Miinchen 1925. 
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zerstérende, zuriickgefiihrt, also kurz auf eine Antithrombinwirkung. 
DaB die GeféBwand mit EinschluB der GeféBintima am Leben blieb, stehe 
im Zusammenhang damit, daB die Gef&Bwand nicht von innen her, sondern 
von der Vasa nutritia ernéhrt werde. In bezug auf die von von Baumgarten 
erwéhnte Resorption der Blutformelementenzerfallsprodukte und von 
den im Blutwasser gelésten Salzen, wird von ihm der EinfluB des von der 
wachsenden endovasalen bindegewebigen Neubildung auf die abgesperrte 
Blutséule ausgeiibten Druckes verantwortlich gemacht. Es ware gewiB 
interessant zu erfahren, ob auch der Alkaligehalt bzw. die OH’-Ionen- 
konzentration herabgesetzt werde, oder daB dieser Faktor vielmehr konstant 
bleibe. Soweit ich sehe, hat von Baumgarten sich dariiber nicht geéuBert. 
Wiirde man annehmen diirfen, da8 die OH’-Ionenkonzentration bzw. der 
Alkalivorrat des abgesperrten Blutes infolge der stetigen Wechselwirkung 
mit der umgebenden Lymphe- und Blutfliissigkeit nahezu konstant bleibe, 
so wiirde in diesem Umstande ein unterstiitzendes Moment erblickt werden 
kénnen in Hinsicht zu der offenbaren Wirkungslosigkeit des Thrombins. 
Wiirde im Gegenteil festgestellt worden sein oder angenommen werden 
diirfen, daB bei den betreffenden Versuchen auch das Alkali allmahlich 
aus der abgesperrten Blutfliissigkeit resorbiert werde, so wiirde ja tat- 
sichlich kaum etwas anderes iibrigbleiben als die SchluBfolgerung von 
von Baumgarten, daB das Ausbleiben von Gerinnungserscheinungen in casu 
der Wirkung eines von der lebendigen Wand des abgebundenen Gefaib- 
stiickes sezernierten Antithrombins zu verdanken sei. 

Wenn man sich der Ansicht hingeben darf, dab die Sekretion 
eines Antithrombins seitens der lebenden BlutgefaBwand als eine 
feststehende Tatsache zu betrachten sei, so wiirde man zugleich zu dem 
SchluB berechtigt sein, daB das Fliissigbleiben des strémenden Blutes 
unter physiologischen Verhiltnissen im doppelten Sinne gewahrleistet 
sei. Erstens weil das strémende Blut nicht nur vollkommen geschiitzt 
ist vor Verdampfung und vor der Beriihrung mit rauhen Oberflachen, 
sondern auch der Alkalivorrat bzw. der OH’-lonenbestand des Plasmas 
konstant erhalten wird. Und zweitens wegen der Antithrombinsekretion 
der lebenden GefaBwand, von welchem Antithrombin ja etwa in 
das Plasma geratenes Thrombin auber Tatigkeit gesetzt wird. Es 
diirfte iibrigens die Lehre von den Antithrombinen in einem neuen 
Lichte erscheinen angesichts der ermittelten Prazipitin- und Agglutin- 
natur des Thrombins, weil ja Antiprazipitine und Antiagglutinine recht 
gelaufige Begriffe darstellen in der Immunologie. 

Wenn das Blut auBerhalb des Korpers tritt, so fallen mit einem 
Schlage alle in bezug auf das Fliissigbleiben des Blutes gestellten Werte 
fort. Es kommt das Blut in intensivere Beriihrung mit rauhen Ober- 
flichen; demzufolge tritt Agglutination und Zerfall von Blutplattchen 
in groBem Umfange ein, und auBerdem eine gewisse Konglomeration 
(oder Agglutination’?) und ein gewisser Zerfall von Leucocyten und 
Erythrocyten. Mithin wird Thrombin, und zwar sowohl Agglutinin 
wie Prazipitin, in einer reichlichen Menge in dem Blutplasma tatig; 
weil der Alkaligehalt bzw. der OH’-lonenbestand des Plasmas nicht 
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mehr konstant erhalten wird — weil dem Plasma kein Alkali mehr 
zugefiihrt, im Gegenteil, der Alkaligehalt von den Formelementen- 
zerfallsprodukten herabgesetzt wird — und die Sekretion des Anti- 


thrombins seitens der lebenden GefaBwand sich nicht mehr geltend 
macht, kann das Thrombin seine Wirkung dem Fibrinogen gegeniiber 
vollkommen nachgeben mit dem Erfolg: Eintreten des Micellarkristalli- 
sations- und Agglutinationsprozesses. Ist das Blut in einem GefaB auf- 
gehoben worden, und wird es ruhig sich selbst iiberlassen, so bildet 
sich der Fibrinkuchen aus, in dem die restierenden Blutformelemente 
und Reste von zerfallenen Blutformelementen, sowie das Serum ein- 
geschlossen werden zu dem Blutkuchen, wahrend das Serum nachher 
infolge der Kontraktion des Fibrinkuchens zum Teil ausgepreBt wird; 
weil das Thrombin in groBem UbermaBe produziert wird, tritt ein Teil 
des Thrombins in das Serum iiber. 

FlieBt das Blut langsam aus einer Wunde auf die Kérperoberflache, 
so ist es auBerdem der Wirkung vom Gewebskoagulin ausgesetzt, 
sowie der Verdampfung; infolge der Verdampfung trocknet der plane 
..Blutkuchen* schlieBlich zu einem festen Hautchen, einer Kruste, ein. 

Wird das Blut geriihrt oder geschlagen, so werden die nadel- 
und fadchenférmigen thrombinhaltigen Micellarkristalle sozusagen 
zusammengeharkt unter der Bildung einer derben, zahen, elastischen 
Fibrinfasermasse, wihrend das nunmehr defibrinierte Blut dauernd 
fliissig bleibt, so daB mittels der Zentrifuge das Blutserum von den 
Formelementen getrennt werden kann. Auch in diesem Serum ist 
wegen der iibermaBigen Thrombinproduktion Thrombin in reichlicher 
Menge vorhanden. Es ware nicht uninteressant und vielleicht auch nicht 
unwichtig, um zu ermitteln, ob zwischen dem durch Kontraktion des 
Blutkuchens ausgepreBten and dem durch Zentrifugieren des ge- 
schlagenen Blutes gewonnenen Serum Differenzen vorhanden sein 
wiirden in Hinsicht zu dem Prazipitin- und Agglutinintiter der 
betreffenden Sera dem Fibrinogen gegeniiber. 

Zum SchluB6 sei noch folgendes bemerkt. Es diirfte die Erkenntnis, 
daB es sich beim Thrombin um eine Prazipitin- und Agglutininwirkung 
handelt, es zugleich begreiflicher wie zuvor erscheinen lassen, dab 
eine Anzahl von Immunitiatsforschern sich in Hinsicht zu Erklarungs- 
versuchen betreffs der Natur von Immunitatsreaktionen immer wieder 
genétigt gesehen hat, in ihren Darlegungen auf das Blutgerinnungs- 
problem zu beziehen. Vielleicht diirfte man sagen, dal diese Forscher 
sich genétigt gesehen haben, auf das Blutgerinnungsproblem zuriick- 
zugreifen. Denn hat tatsachlich die Immunitatsforschung nicht ihren 
Ursprung gefunden in der Blutgerinnungsforschung ’ 
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Uber den Einflu6 des Arsens auf die Lage des Kohlenstoff- 
und Oxydationsquotienten des Harns. 


(Ein Beitrag zur Kenntnis des dysoxydativen Moments beim Wachstum. ) 


Von 
L. Korowitsky (Odessa). 


(Aus der Experimentell-biologischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universitét Berlin.) 


(Eingegangen am 8. Juni 1928.) 


Es ist seit langem bekannt, daB Arsen Wachstum und Stoffansatz 
beférdert, tiberhaupt zu einem Uberwiegen der Assimilationsvorginge 
gegeniiber den Dissimilationsvorgingen fiihrt. Dementsprechend zeigt 
auch die N-Bilanz unter einer solchen Arsenwirkung eine N-Retention 
an. GréBere Arsengaben aber rufen die umgekehrten Wirkungen 


hervor. 

Bei der Einwirkung sehr kleiner Dosen von arseniger Saéure, und zwar 
schon in Konzentrationen von 10—* mol., beobachtete zwar Dresel (1) an 
isolierten Zellen mit Hilfe der Warburgschen Versuchsanordnung eine 
Oxydationshemmung, aber die Versuche anderer Autoren tiber den Gesamt- 
energiewechsel des lebenden Tieres unter dem Einflu8 kleiner Arsengaben 
lieferten keine klaren und entscheidenden Resultate. Wohl sah man bei 
solchen Versuchen am Gesamtkérper des lebenden Tieres unter Anwendung 
gréBerer Arsengaben eine Verminderung des Gaswechsels, zu der sich 
insbesondere auch das Auftreten vermehrter Mengen mangelhafter Oxy- 
dationsprodukte vornehmlich aus dem Bereich des Kohlehydratstoff- 
wechsels in Blut und Harn gesellte: Milchséure und gelegentlich auch 
Zucker [Lepine (2)] wurden im Harn in bedeutenderer Menge gefunden. 
DaB unter solchen Verhaltnissen die Leber auch die Fahigkeit der Glykogen- 
bildung verloren hat, ist einleuchtend. Das alles findet sich in jedem 
gréBeren Lehrbuch der Pharmakologie, z. B. in dem von Meyer und Gottlieb. 

In diesem Zusammenhang beansprucht eine Studie zur Analyse der 
Arsenwirkung Interesse, die Paul Mayer (3) in Neubergs Institut vor- 
genommen hat. Paul Mayer konnte zeigen, daB verschiedene organische 
Arsenséurederivate, wie Phenylarsinséure, Arsanilsiure, Spirozid und 
Kakodylate, den anaeroben ProzeB der alkoholischen Zuckerspaltung, 
die mit der Milchséurebildung so viel Ahnlichkeit besitzt, auf das Deut- 


lichste steigern. 





























L. Korowitsky: EinfluB d. Arsens auf d. Kohlenstoff usw. 367 


Es sprechen jedenfalls die Gaswechseluntersuchungen in dem 
Sinne, daB Arsen in allen Dosierungen, und zwar von den allerniedrigsten 
angefangen, den Luft-O,-Verbrauch einschrankt, waihrend der Eiweib- 
umsatz bei den kleineren, therapeutischen Dosen dementsprechend 
vermindert, bei den gréBeren, toxischen Dosen aber im Gegensatz 
dazu gesteigert ist. Wenn im letzteren Falle trotzdem eine Einschrankung 
im Luftsauerstoffverbrauch besteht, dann kann diese nur durch eine 
den gesteigerten Eiweibzerfall tiberkompensierende Verminderung in 
der Kohlehydrat-Fettoxydation zustande gekommen sein. Dai dem 
so ist, und dab nicht nur die Oxydation hier in quantitativer, sondern 
auch in qualitativer Beziehung eingeschrankt ist, darauf deutet der 
gesteigerte Milchséiuregehalt des Harns nebst der gelegentlich beob- 
achteten Glycosurie hin. 

Gerade weil wir iiber die Stoffwechselwirkungen des Arsens recht 
genau orientiert sind, war es von grobem Interesse, einmal das Ver- 
halten der Kohlenstoff- und Oxydationsquotienten des Harns unter 
der Arsenwirkung festzustellen. Ein solcher Versuch war geradezu 
eine Leistungspriifung fiir diese beiden Quotienten als Hilfsmittel der 
Stoffwechselforschung. 

Die theoretische Vorausberechnung des Ergebnisses eines solchen 
Versuchs war folgende. Bei den kleineren therapeutischen Reizdosen 
des Arsens mute die aus den Bilanzversuchen sich ergebende Ein- 
schrankung der EiweiBoxydation zu einer absoluten Verminderung 
des Harn-N fiihren. Da aber gleichzeitig die Gesamtoxydationen 
sinken, war es wahrscheinlich, dab mit der quantitativen Verminderung 
auch eine qualitative Verschlechterung der Oxydationen eintrate, und 
daB daher im Vergleich zum Harn-N der Harn-C und der Harnvakat-O 
ebenfalls vermindert seien, mochten nun ihre absoluten Mengen sich 
verhalten, wie sie wollten: unverandert bleiben, gesteigert oder gesenkt 
werden. Es war mithin eine Steigerung des Kohlenstoffquotienten 
wie des Oxydationsquotienten wenigstens in der Regel zu erwarten. 
Nur dann, wenn einmal bei bestimmter Empfanglichkeit des Versuchs- 
individuums die Arsendosierung so getroffen wurde, dab allein eine 
einfache quantitative Oxydationsverminderung auftrat, konnten aus- 
nahmsweise diese Quotienten unverandert bleiben. Bei den héheren, 
toxischen Arsengaben aber konnte die sich steigernde Eiweiboxydation 
durch den erhéhten Harn-N-Gehalt nur dann ein Hochbleiben oder 
gar noch weiteres Ansteigen der Quotienten verhindern, wenn nicht 
gleichzeitig der C- und Vakat-O-Gehalt des Harns infolge einer ver- 
starkten Einschriankung der Gesamtoxydation, verkniipft mit einer 
weiteren Verschlechterung der Qualitét derselben, im Vergleich zum 
N-Gehalt noch weit betrachtlicher anstieg. Kam ein solcher Anstieg 
nicht zustande, so mubten die Quotienten sinken. 


24+ 


L. Korowitsky : 


Um meinen Versuchen angesichts der prinzipiellen methodischen 
Bedeutung, die ich ihnen beilege, eine méglichst grobe Allgemein. 
giiltigkeit zu geben, habe ich mit drei verschiedenen Arsenverbindungen 
gearbeitet, namlich mit Natrium arsenicosum, Natriumkakodylat 
(dimethylarsinsaures Natrium) und Arsamon! (monomethylarsin- 
saures Natrium). Ich wahlte dieses letztere, weil es jetzt in der Klinik 
meist an Stelle des Natriumkakodylats verwandt wird, das haufig 
einen tiblen Geruch der Exspirationsluft verursacht, eine Erscheinung, 
die nach der Arsamongabe nicht beobachtet wird. 

Die theoretische Vorausberechnung der Versuchsergebnisse, die 
wir oben anstellten, stiitzt sich auf die Ausfiihrungen von Bickel (4), 
die er in seinem Referat auf dem russischen PathologenkongreB 1927 
iiber die Beziehungen des Kohlenstoffquotienten des Harns zur inneren 
Atmung machte, wie auf die Darlegungen von Helmut Miiller (5) 
iiber den Oxydationsquotienten des Harns. 

Wenn, wie im folgenden gezeigt werden wird, die Richtigkeit 
der Vorausberechnung durch das Ergebnis der Versuche bestitigt 
werden konnte, so ist das ein neuer schlagender Beweis fiir die Be- 
deutung, die diese Relativitatsbetrachtung, die uns durch die Harn- 
quotientuntersuchung erméglicht wird, fiir die Erkenntnis der inter- 
mediiiren Oxydationsvorginge bei krankhaften Stérungen besitzt, 
besonders bei Stérungen, die wir mit den bisher itiblichen gréberen 
Methoden der Stoff- und Kraftwechseluntersuchung nicht mit der 
wiinschenswerten Klarheit erkennen konnten. 

Unsere Untersuchungen haben aber noch eine andere prinzipielle 
Bedeutung. Warburg hatte an dem Stoffwechsel der Carcinomzelle 
das fiir das Wachstum wichtige dysoxydative Moment gefunden, 
nachdem es bereits friiher fiir das Wachstum des Gesamtkoérpers durch 
Rubner und Heubner (6) in der hohen Lage des Harnkohlenstoff- 
quotienten beim Saugling nachgewiesen, aber nicht klar erkannt worden 
war. Hentschel (7) hat dann neuerdings gezeigt, dal} auch im Gesamt- 
kérper junger Ratten eine normale Zelle nicht mehr wachsen kann. 
wenn das dysoxydative Moment, die Anhaufung der Milchsaure, aus- 
geschaltet wird. Wachstum und Stoffansatz, Begiinstigung der Assi- 
milationsvorginge, so fiihrten wir in der Einleitung aus, sind die hervor- 
stechendsten Arsenwirkungen bei der nichttoxischen Dosierung. Hier 
haben wir auch die hohe Lage der Harnquotienten, den ,,Wachstums- 
quotienten**, wie man ihn im Hinblick auf die Versuche von Rubner 
und Heubmer nennen kénnte, und damit auch das dysoxydative Moment 
in den allgemeinen Bedingungen fiir das Wachstum im Sinne von 
Warburg. 


1 leem = 0,05g Substanz = etwa 0,013 ¢g As. 
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Meine Versuche waren folgendermaBen angeordnet. 


Kaninchen wurden bei frischem Mohrriibenfutter, von dem sie nach 
Belieben fressen konnten, in Stoffwechselkaéfigen gehalten. Die verzehrte 
Futtermenge, das Kérpergewicht, die 24stiindige Harnmenge wurden 
taglich bestimmt. Im Harn wurde der N-Gehalt nach Kjeldahl, der C-Gehalt 
nach der in der Arbeit von Gomez (8) angegebenen Methode, der Vacat- 
O-Gehalt nach dem Verfahren von Helmut Miiller (5) bestimmt. Bei ein- 
zelnen Kaninchen wurde auch nur die Vacat-O-Bestimmung und die N-Be- 
stimmung im Harn gemacht. In den einzelnen Versuchsperioden wurden 
die Periodendurchschnittswerte fiir N, Vacat-O und C ermittelt und daraus 
die Periodendurchschnittsquotienten C: N und Vacat-O: N berechnet. 

Die Arsenpréiparate wurden den Tieren meist in sich allméhlich 
steigernder Dosis gegeben, das Natrium arsenicosum wurde peroral, das 
Natriumkakodylat und das Arsamon subkutan verabfolgt. Bei den Tieren, 
die Natrium arsenicosum und Natriumkakodylat erhielten, wurde die 
Dosis so gesteigert, daB die Tiere schlieBlich an Arsenvergiftung starben. 
Die Lebern dieser Tiere lieBen hochgradige Verfettung erkennen. 


Als Ergebnisse der im nachstehenden mitgeteilten Versuche buchen 


wir folgende. 

1. Die Anderungen, die das Arsen im Stoffwechsel macht, treten 
auf, einerlei, ob das Arsen peroral (Versuch 1) oder subkutan (Ver- 
suche 2 bis 5) verabfolgt wird. 

2. Die durch das Arsen hervorgerufenen Stoffwechselanderungen 
bilden sich wenigstens bei einer nur wenige Tage durchgefiihrten Arsen- 
behandlung auffallend rasch wieder zuriick (Versuch 3). 

3. Die Stoffwechselwirkung der drei teils anorganischen, teils 
organischen Arsenpriparate: Natrium arsenicosum, Natriumkako- 
dylat, Arsamon, war prinzipiell die gleiche; die Klinik gibt daher mit 
Recht derjenigen Arsenverbindung, den Vorzug. die am wenigsten 
anderweitige, unerwiinschte Nebenwirkungen hat, wozu oben schon 
das Nétige gesagt wurde. 

4. In der Regel fiihrt die Arsenbehandlung zu einer Steigerung 
des Kohlenstoff- wie des Oxydationsquotienten des Harns, und zwar 
ebensowohl bei der therapeutischen, wie bei der toxischen Dosierung 
des Arsens. Das deutet auf das Priavalieren der Oxydationshemmung 
und insbesondere auf eine qualitative Verschlechterung der Oxydation 
bei der Arsenwirkung hin, mag auch bei der toxischen Arsengabe die 
EiweiBoxydation gesteigert sein. 

5. Ausnahmsweise kommt es bei den toxischen Arsengaben auch 
zu einer Senkung der Quotienten (Versuch 1. letzte Periode, und 
Versuch 5, die drei letzten Perioden), ausnahmsweise bleibt bei der 
therapeutischen Dosis auch einmal der Quotient unverindert, trotz 
der hier bestehenden Herabsetzung der EiweiBoxydation (Versuch 5, 
zweite Periode). Man mu6 in einem solchen Falle annehmen, dab die 
Arsenwirkung nur zu einer quantitativen Verminderung und nicht 
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L. Korowitsky: EinfluB d. Arsens auf d. Kohlenstoff usw. 


gleichzeitig auch zu einer qualitativen Verschlechterung der Oxydation 
gefiihrt hat. 

6. Die durch die Arsenwirkung herbeigefiihrten Anderungen in 
der Lage der beiden Harnquotienten finden ihre befriedigende Er- 
klarung in den bei der Lungengaswechsel- wie N-Bilanzuntersuchung 
erhobenen Befunden und beweisen somit aufs neue die Bedeutung 
dieser Quotientuntersuchung fiir die Physiologie und Pathologie des 
Stoffwechsels. 

7. Bei der Arsenwirkung geht die Anderung der Lage der beiden 
Harnquotienten zwar nicht genau parallel, aber doch ungefahr konform. 
Ausnahmen finden sich nur im Versuch 1 von der vierten zur fiinften 
Periode und im Versuch 2 von der dritten zur vierten Periode; im 
ersten Falle steigt der Kohlenstoffquotient bei gleichbleibendem Oxy- 
dationsquotienten, im zweiten Falle sinkt der Oxydationsquotient bei 
gleichbleibendem Koblenstoffquotienten. 

8. Bemerkenswert ist noch, daB die Aufwirtsbewegung der Harn- 
quotienten gelegentlich von Stillstainden oder Remissionen unter- 
brochen wird, obschon die Arsenmedikation in der einmal eingeschlagenen 
Richtung konsequent durchgefiihrt wird 

9. Die Befunde stehen mit den Ergebnissen der Warburgschen 
und Neubergschen Schule iiber die Wirkungen des Arsens auf den 
anaeroben Zellstoffwechsel im Einklang. 
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Beitrige zur Biochemie der Avitaminosen. 
Nr. 9. 
Uber den Einfluf 
des Charakters der Nahrung auf die Blutzuckerkurve bei experimentellem 
Skorbut und auf die Empfindlichkeit der Meerschweinchen gegen Insulin. 
Von 
Alexander Palladin und A. Utewski. 
(Aus dem Ukrainischen Biochemischen Institut, Charkow.) 
(Eingegangen am 8. Juni 1928.) 


Mit 8 Abbildungen im Text. 


Der Blutzuckergehalt avitaminéser Tiere war Gegenstand der 
Aufmerksamkeit einer ganzen Reihe von Forschern. Schon Funk und 
Schénborn stellten bei polyneuritiskranken Tauben Hyperglykamie 
fest. Die Untersuchungen von A. Palladin zeigten, dab der Zucker- 


gehalt des Blutes skorbutkranker Meerschweinchen stets ganz be- 
stimmten, charakteristischen Anderungen unterliegt. Zu Beginn des 
Skorbuts tritt Hyperglykamie auf, die in der zweiten Periode der 
Erkrankung in Hypoglykimie iibergeht; diese nimmt bis zum Tode 
des Tieres zu. Eine etwas andere Kurve beschrieb Collazo bei poly- 


neuritischen Tauben. 

Gegenwartig kann man bei Avitaminose das Vorkommen bestimmter 
Stérungen im Kohlehydratstoffwechsel als festgestellt betrachten; der 
charakteristische Verlauf der Blutzuckerkurve bringt sie zum Ausdruck: 
némlich die Hyperglykémie zu Beginn und die Hypoglykaémie zu Ende 
der Avitaminose. 

Bei der Erforschung der Ursache der Pathologie des Kohlehydrat- 
stoffwechsels bei Avitaminose machen die Gedanken unwillkiirlich vor allem 
bei den diesen Stoffwechsel regulierenden Driisen mit innerer Sekretion 
halt. McCarrison, La Mer, Cample u. a. beschrieben eine VergréBerung der 
Nebennieren bei experimentellem Skorbut und eine gleichzeitige Ver- 
minderung in der Adrenalinproduktion. Eine Reihe anderer Arbeiten 
sind sowohl der Beschreibung anatomisch-histologischer Verd&nderungen 
dieser oder jener endokrinen Driise bei Avitaminose sowie Versuchen, das 
Vorkommen ihrer funktionellen Stérungen aufzukléren, gewidmet. 


Die Untersuchungen Abderhaldens und Wertheimers zeigten, dab 
die Empfindlichkeit des tierischen Organismus gegeniiber Adrenalin 
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und Insulin in Abhangigkeit von der Reaktion der Nahrung geandert 
werden kann. Saures (anionenreiches) Futter stellt einen Sensibilisator 
fiir das Adrenalin vor, alkalisches (kationenreiches) einen solchen fiir 
das Insulin. 

Wir stellten uns die Frage, ob nicht die Reaktion der Nahrung 
bei experimentellem Skorbut auf den Verlauf der charakteristischen 
Kurve des Blutzuckers EinfluB hat, oder ob die Stérung des Kohlen- 
hydratstoffwechsels in diesem Falle nicht vielleicht tiefer liegt und die 
Reaktion des dem Organismus gegeniiber diesem oder jenem Hormone 
sensibilisierenden Futters keinen wesentlichen EinfluB auf die Blut- 
zuckerkurve ausiibt. 

Als Versuchstiere dienten uns Meerschweinchen, von denen nur 
kraftige, nicht unter 400g schwere Exemplare verwendet wurden 
Ein Teil der Tiere bekam alkalisches Futter (Riiben, Kohl und Méhren), 
die tibrigen bekamen saures (Hafer). 

Die ,.alkalischen‘* Meerschweinchen wurden vorerst an das neue 
Futter gewéhnt und erst, nachdem sie es willig aufnahmen, sie im 
Gewicht zunahmen und eine Reihe von Bestimmungen zeigten, dab 
der Blutzuckergehalt normal war (ungefahr 0,100°,), wurde ihnen 
im Autoklav vorbehandeltes Futter gereicht. Der Blutzuckergehalt 
wurde alle 2 Tage nach der Methode von Bang (neue Modifikation) 
bestimmt. 

Die Tabelle I sowie Abb. 1 zeigen den Zuckergehalt des Blutes 
von skorbutkranken Meerschweinchen, die saures Futter bekommen 
hatten. Wir sehen eine charakteristische, eingipfelige Kurve (Abb. 1) 
mit Hyperglykamie, die am zehnten Tage abfallt und in Hypoglykimie 
iibergeht. 
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1. Blutzuckerkurve bei saurem Futter. 
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Die Tabelle II (Abb. 2) gibt AufschluB tiber den Zuckergehalt 
des Blutes von alkalisch gefiitterten Meerschweinchen (autoklavierte 
Riiben und Méhren). Der Blutzuckergehalt zeigt die gleiche, fiir die 
Avitaminose charakteristische Kurve (Abb.2). Die Hyperglykamie 
der ,,alkalischen‘*‘ Meerschweinchen erreicht aber das Minimum friiher 
als bei den ,,sauren‘‘ Meerschweinchen. 
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Tale lle I. Tale lle ll. 








Blut- Blut- 
Datum Gewicht zucker Futter Datum Gewicht zucker Futter 
0 ( 


g 0 g 
3. IV. 435 Hafer und 20. 1V. 5g 0.096 Riben und 
. IV. 442 0,100 Riben 21. 1V. 5s Karotten 
5. IV. 440 22. IV. 54! 
a \- 425 23. IV. f 0,086 
S, # 432 0,104 24. IV. 
, 435 25. IV. t 
9. IV. 430 26. IV. 5: 0,095 
». IV. 427 0,100 37. TV. 
IV. 455 28. IV. 5 Autoklayi- 
$. Iv. 420 0,100 Bes ‘ 0.100. sierte Riiben 
. IV. 495 30. IV. und Karotten 
5. IV. 405 0,108 
». TV. 405 
7. as 406 
8. IV. 407 0.110 
L aN 410 
eA 403 
21. IV. 405 0,116 
2. IV. 400 
23. IV. 405 
IV. 420 0.098 
* . f 410 
>. IV. 392 
27. IV. 392 0,090 
28. IV. 407 
: 395 
390 0,080 
390 
375 
352 0,066 Getotet 
330 


0,130 


0.115 


0.080 


0,072 


tl lt 


0.070 Getotet 





Blutzucker 
S 
8 
Ss 
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Abb. 2. Blutzuckerkurve bei alkalischem Futter 


Die Tabelle III (Abb. 3) zeigt ebenfalls den Zuckergehalt des 
Blutes bei ..alkalischen‘‘ Meerschweinchen. Die Tiere wurden ebenso 
wie die vorhergehenden an das neue Futter gewOhnt. Nach dem Uber- 
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Tabelle III. 
wn Gewicht re Futter atone Gewicht ore ester 
g 10 g 0 
7. Us 645 0,106 Riiben und] 16. V. 550 Autoklavy. 
8. V. 645 Karotten ty 545 0,117 Riiben und 
S, Ws 630 18. V. 538 Karotten 
10. V. 630 0,100 19. V. 547 
i. ¥. 635 20. V. 540 0.091 
») , | =4 R 
13.V. 580 Autoklav.| 55° \° pap 
14. y. 537 0,080 Riben und 23. Vv. 520 0.092 
15. V. 542 Karotten 
0,120 ~ 
% 
hI | IA 
 . a 
S | | 
8 0,090 T WV 
~) 
~— | 
i 
v/ oa - l i 
—s 3 8 © 8 lage 
Abb. 3. 


Blutzuckerkurve bei alkalischem Futter. 


gang zum vitaminfreien Futter zeigten die Tiere die gleiche, fiir die 
Avitaminose charakteristische Blutzuckerkurve. 

Die Tabelle IV zeigt die Blutzuckerkurve von Meerschweinchen, 
die saures Futter bekamen (Abb. 4, Blutzuckerkurve der Tabelle V) 


Blutzucker 
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Abb. 4. 


Blutzuckerkurve beim Fehlen von Vitaminen A, B und C (saures Futter, Tabelle V). 


Wie aus allen diesen Tabellen zu ersehen ist, zeigen die Tiere, die 
alkalisches Futter erhalten hatten, den gleichen Verlauf der Blut- 
zuckerkurve wie die Tiere, die saures Futter bekommen hatten. Die 
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Tabelle IV. Tabelle V. 





Blut. Blut- 


Datum Gewicht zucker Futter Datum Gewicht zucker Futter 
‘ € , 0 
x 0 g 


5. XI. 620 0,107 Hafer und 8. XII. 530 0,103 Hafer und 
>». XI. 600 Riiben 9. XT. 520 Riben 
7. X11. 605 . XM. 525 

XM. 590 0.107 . XI. 520 30,100 


= a 5.XI. 502 0,095. Ss Auto- 
XI. 59 - . 
XI. 585 ~—s«O.098 . XII. 510 klavisierter 
me: 4 505 Hafer 
5. XU. 602 0,103 Hafer | 520 0,123 
. XI. 580 XO. 515 
7. XII. 590 eB: 4 518 
8. XII. 585 0,135 21. XII. 525 0,130 
9. XII. 605 22. XII. 520 
20. XII. 590 23. XII. 525 
XL 595 0,149 24. XII. 537 0,140 
2. X11. 587 . XI. 530 
23. XII. 580 XII. 525 
, ee 597 0,137 27. XU. 505 0,106 
5. XI. 560 28. XII. 
26. XII. 555 . XI. 
7. XII. 525 0,107 . XI. 50: 0,100 
28. XII. 530 31. XI. 
29. XII. 510 rae 
_ XI. 505 0,100 os 404 0,090 Getotet 


Reaktion des Futters wirkt blob auf die Amplitude der Zuckerkurve 
ein, ohne sie aber zu andern. Es ist zu bemerken, daB beinahe bei allen 
Tieren, die saures Futter bekamen, die Hyperglykimie etwas langsamer 
ansteigt als bei den alkalischen Tieren. 

Da die mit Hafer gefiitterten Meerschweinchen des Vitamins C 
entbehrten und die mit autoklavisierten Riiben, Kohl und Méhren 
gefiitterten der Vitamine A, B und C, so kénnte eingewendet werden, 
daB die quantitativen Verlaufsanderungen der Kurven bei den sauer 
und alkalisch gefiitterten Meerschweinchen von den verschiedenen 
Formen von Avitaminose abhangen. Mit Riicksicht darauf wurden 
mit den ,,sauren** Meerschweinchen Kontrollversuche angestellt, in 
denen ein Teil von ihnen Hafer, ein anderer 3 Stunden lang im Autoklav 
auf 140° erhitzten Hafer erhielten. Diese Versuche sollten uns dariiber 
AufschluB geben, ob im Verlauf der Blutzuckerkurven bei C-Avita- 
minose und vollkommener (A-, B- und C-)Avitaminose Unterschiede 
auftreten. 


Die Tabellen V und VI zeigen den Zuckergehalt des Blutes von 
mit autoklavisiertem Hafer gefiitterten Meerschweinchen. Die Unter- 
schiede im Verlauf dieser Kurven (Abb. 4 und 5) sind nicht gréBer 
als die individuellen Abweichungen von mit demselben Futter ge- 
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Tabelle VI. 





a Gewicht ar aye Futter Detem Gewicht Blutzucker etter 
g 0 g 0; 
5. XI. 660 0,095 Hafer und} 17. X11. 685 Autoklav. 
>. XU. 660 Riben XII. 660 0,115 Hafer 
. XI. 680 XII. 640 
8. XIL. 690 0,097 20. XII. 645 
9. XII. 685 21. XI. 625 0,132 
, 680 22. XII. 600 
re: § 690 0,097 23. XII. 530 


5.X1. | 708 | 0,109 | Autoklev. | XU) 510 | 0100 | Getotet 
-XIL 700 Hafer 
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Abb. 5. 
Blutzuckerkurve beim Fehlen von Vitaminen A, B und C (saures Futter, Tabelle V1). 


nihrten Tieren. Daraus folgt, dafB das Fehlen des Vitamins C im 
Futter denselben Kurvenverlauf des Blutzuckergehalts bedingt wie 
das Fehlen der Vitamine A, B und C. 

Wir stellten auch eirie Reihe von Versuchen mit der Uberfiihrung 
der Tiere von einer vitaminfreien Ernihrung auf eine andere an. Im 
Falle der Uberfiihrung der Meerschweinchen von Hafer auf auto- 
klavisiertes alkalisches Futter konnte man bei ihnen eine kurzfristige, 
nicht besonders hohe zweite Hyperglykamie feststellen (s. Tabellen VII 
und VIII), nach der die Blutzuckerkurve ihren friiheren Verlauf an- 
nahm (Abb. 6). 

Da die Angaben Abderhaldens und Wertheimers beziiglich der 
ungleichartigen Empfindlichkeit des Tierorganismus gegeniiber den 
Hormonen, die den Kohlehydratstoffwechsel regulieren, an Kaninchen 
erhalten wurden, wir uns in der vorliegenden Untersuchung aber der 
Meerschweinchen bedienten, schien es notwendig zu sein, zu erfahren, 
ob die an Kaninchen beobachteten Erscheinungen auch bei den Ver- 
suchen mit Meerschweinchen festzustellen waren. 

Zu diesem Zwecke untersuchten wir die Empfindlichkeit von mit 
saurem oder alkalischem Futter gefiitterten Meerschweinchen gegen- 
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Blutzuckerkurve bei der Uberfiihrung der Tiere von saurer C-freier Nahrung 


iiber Insulin. 


auf alkalische (Tabelle VII). 


Als ..saures*‘ Futter diente in unseren Versuchen Hafer; 


da aber in diesem das Vitamin C fehlt, bekamen die Versuchstiere 


25* 








384 A. Palladin u. A. Utewski: 


taglich 5 bis 10 g Kartoffeln oder 5 bis 10 g Riiben. Als ,,alkalisches”’ 
Futter dienten Riiben und Méhren ad libitum. Auch etwas Heu wurde 
hinzugefiigt. 


Einige Zeitlang bekamen die Meerschweinchen dieses oder jenes 
Futter und dann wurde ihnen Insulin eingespritzt. Wir verwendeten 
Insulin Schering und injizierten es in einer Menge von 5 Einheiten pro 
Kilogramm Kérpergewicht des Tieres. Unsere 400 bis 600 g schweren 
Tiere bekamen demnach 2 bis 3 Insulineinheiten. Der Blutzucker 
wurde 1 Stunde vor und 1!., 3 und 4!, Stunden nach der Injektion 
bestimmt. Aus den beigefiigten Protokollern sind die Resultate unserer 
Versuche zu ersehen. 

Meerschweinchen Nr. 1, 660 g schwer, saures Futter, Blutzucker- 
gehalt 0,100 bis 0,102. Nach zweiwéchiger Fiitterung mit saurem 
Futter Injektion von 3 Insulineinheiten. Die Verminderung des Blut- 
zuckergehalts war in diesem Falle geringfiigig, 14,8°,, (s. Tabelle IX). 





Tabelle IX. Tabelle X. 
Zeit Gewicht Blutzucker Futter Zeit Gewicht Blutzucker Futter 
g 9 g 
S 660 0,102 Hafer und e 405 0,100 Riben, 
10 ¢ Raben Karotten, Heu 

9 Injiziert 3 Einh. Insulin +] Injiziert 2 Einh. Insulin 
19 30’ 0.087 10 30’ 0.090 
12 0,092 12 0,065 
13 30 0,107 


Kine ebenso geringfiigige Verminderung des Blutzuckergehalts 
wurde auch im zweiten Falle beobachtet: 18.4°,, (s. Tabelle X ITT). 








Tabelle XI. Tabelle XII. 
Zeit Gewicht Blutzucker Futter Zeit Gewicht Blutzucker Futter 
g 0 0 £ 0 0 
gs" 440 0,100  Hafer und gs" 420 0,100 Riiben, 
8g Riben Karotten, Heu 

9 Injiziert 2'/, Kinh. Insulin y Injiziert 2 Einh. Insulin 
10 30’ 0,077 10 30’ 0,064 
12 0,086 12 0,056 
13 30 0.090 


Die gréBte Verminderung, die nach Injektion von 21, Insulin- 
einheiten bei ,,saurem‘ Meerschweinchen hervorgerufen wurde, betrug 
23%, (s. Tabelle XI). 
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Die Meerschweinchen, die ,,alkalisches** Futter erhalten hatten, 
erwiesen sich als viel empfindlicher gegen Insulin. Bei einem Meer- 
schweinchen, dem 2 Insulineinheiten injiziert wurden (s. Tabelle X), 
wurde eine Verminderung von Blutzucker um 35°, festgestellt. In 
einem zweiten und dritten Falle hatten wir eine Verminderung um 


44 und 30°, (Tabellen XII und XIV). 


Tabelle XIII. Tabelle XIV. 





Gewicht Blutzucker Futter Zeit Gewicht Blutzucker Futter 
& ; g 


485 0,103 Hafer und 8 510 0,093 Raben, 
8¢ Riben Karotten, Heu 


9 Injiziert 2*/, Kinh. Insulin Injiziert 2! Einh. Insulin 
10 30’ 0.093 30’ 0.065 

12 0,084 12 0,100 

13 30 0.100 


Diese Ergebnisse zeigen, dab die von Abderhalden und Wertheimer 
angegebene Sensibilisierung der alkalisch gefiitterten Kaninchen gegen- 
iiber dem Insulin auch den Meerschweinchen eigen ist (s. Abb. 7 und 8). 
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Abb. 8. 


Insulinwirkung bei saurem ( ) Insulinwirkung bei saurem ( 
und alkalischem (——-—) Futter und alkalischem ( ) Futter 
(Tabellen IX und X). (dasselbe Meerschweinchen, Ta- 
bellen XI und XII) 


Alle angefiihrten Versuche sprechen dafiir, dab ungeachtet der 
Sensibilisierung des Organismus durch saure oder alkalische Nahrung 
gegeniiber dem einen oder dem anderen Hormon, die verschieden auf 
den Blutzuckergehalt einwirken, der Charakter des Futters (in bezug 
auf seine Aziditat oder seinen Alkaligehalt), dem das C- Vitamin fehlt und 
das Skorbut hervorruft, ohne EinfluB ist fiir den typischen, fiir Skorbut 
charakteristischen Verlauf der Blutzuckerkurve: die Reaktion des 
Futters wirkt bloB auf die Amplitude der Kurve ein; bei alkalischem 
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Futter wachst die Hyperglykamie gewoéhnlich etwas rascher an, als 
bei saurem. Auch gelingt es nicht, die Blutzuckerkurve durch Anderung 
des Futters wahrend des Skorbuts zu beeinflussen: durch Ersatz des 
sauren Futters durch alkalisches im Stadium des Skorbuts, in dem die 
Hyperglykamie abnimmt, verstirken wir nur auf kurze Zeit die 
Hyperglykaimie (unabhangig davon, verabreichen wir an Kohlehydrat 
reiche Riiben oder Kohl als alkalisches Futter) und hierauf nimmt die 
Kurve wiederum ihr gewéhnliches Aussehen an. 


Zusammenfassung. 


Die charakteristische Blutzuckerkurve ist sowohl beim Fehlen 
des Vitamins C wie auch beim Fehlen der Vitamine A, B und C in der 
Nahrung der Meerschweinchen zu beobachten. 

Die Reaktion des Futters andert nicht den bei Skorbut gewéhn- 
lichen Verlauf der Blutzuckerkurve, sondern wirkt bloB auf ihre 
Amplitude ein. 

Bei alkalischer Fiitterung wachst die Hyperglykamie bei Meer- 
schweinchen im allgemeinen etwas rascher an als bei saurem Futter 

Bei Uberfiihrung skorbutkranker Tiere von einem vitaminfreien 
Futter auf ein anderes wird bei Ubergang von saurem Futter auf 
alkalisches bei Meerschweinchen eine zweite, kurzdauernde Hyper- 
amie beobachtet. 

Die Meerschweinchen, die basisches Futter erhalten hatten, er- 
wiesen sich als viel empfindlicher gegen Insulin als die ,,sauren‘‘ Meer- 
schweinchen. 
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Die klinische Mikrobestimmung 
des py des Blutes mit einer Antimonelektrode. 


Von 
R. Brinkman und F. J. J. Buytendyk. 
(Aus dem physiologischen Institut der Reichsuniversitét Groningen.) 
(Eingegangen am 14. Juni 1928.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Wenn wir den zahlreichen Methoden der Blut-py- Bestimmung 
noch eine neve hinzufiigen wollen, so geschieht dies aus dem Grunde, 
weil nach unserer Ansicht eine einfache und hinreichend genaue elektro- 
metrische Methode noch immer von klinischen Untersuchern verlangt 
wird, besonders, wenn durch Anwendung sehr kleiner Blutmengen 
und schnelle Elektrodeneinstellung die Ausfiihrung von Serienunter- 
suchungen erméglicht wird. 

Die Methode beruht auf der Eigenschaft des metallischen Antimons, 
in seiner EMK gegeniiber einer wisserigen Lisung vom py abhangig 
zu sein. Obwohl eine quantitative Theorie dieser Erscheinung nicht 
gegeben werden kann, ist sie doch fiir eine Messung brauchbar, weil 
auch im Blut-py-Gebiet eine direkte Proportionalitat zwischen pg und 
EMK besteht. Bei zehnfacher Erhéhung der Wasserstoffionenkonzentra- 
tion wird die EMK gegen die Normalkalomelelektrode um 43 Millivolt 
kleiner. 

Reines metallisches Antimon (Kahlbaum) ist nach unseren aus- 
gedehnten Erfahrungen fiir eine derartige Messung nicht verwendbar. 
Das scheint auch die Meinung anderer Untersucher zu sein. Konstant 
brauchbar fanden wir schlieBlich die Antimonschicht, welche aus einer 
Sb-Salzlésung auf Platin niedergeschlagen wird; die Schwierigkeit 
dabei ist, ein so gutes Haften der Sb-Schicht zu bewerkstelligen, daB 
sie sich auch bei langerem Verweilen in wasseriger Lésung nicht lost. 
Wir beschreiben jetzt die Anfertigung einer Flektrode, welche dieser 
Anforderung geniigt und fiir die klinische Blut-pg-Bestimmung vor- 
ziiglich brauchbar ist. 
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1. Anfertigung der Antimonelektrode. Einige SbCl,-Kristalle 
(Merck) werden in einem Celluloidlack gelést (wir benutzten die Marke 
Durofix der Rawlplug Company), so daB eine 5- bis 10°,ige Lésung 
entsteht. Die zu tiberschichtende Pt-Elektrode ist ein kurzer 0,2-mm- 
Pt-[ridiumdraht, in tiblicher Weise in Glas eingeschmolzen. Ein Tropfen 
SbCl,-Celluloidlack wird auf ein Stiick blankes Antimon gebracht, das 
als Anode mit einer 8-Volt-Batterie verbunden ist; man wartet nun, 
bis die Tropfenoberflache zu einer zihen Haut eingetrocknet ist, und 
bringt dann den kathodisch verbundenen Pt-Draht in den Tropfen. 
Der Draht schwarzt sich schnell und gleichmaBig und wird darauf 
vorsichtig aus dem Tropfen entfernt, so dab keine Lacktrépfchen an 
der Elektrode haften bleiben. Wenn das Pt noch nicht iiberall mit 
der schwarzen Sb-Schicht bedeckt ist (Lupenkontrolle), kann die 
Prozedur noch einmal wiederholt werden. 

Die Elektrode l48t man jetzt 12 Stunden an der Luft trocknen, 
sie soll dann, zur Ausspiilung des tiberschiissigen SbCl, usw., fiir 
11. Minuten in siedendes Phosphatgemisch (z. B. 8 com n/15 Na, H PO,, 
2H,O + 2cem n/l5 KH,PO,) gebracht werden. Nach dieser Be- 
handlung sollen die Elektroden gepriift werden. 


2. Priifung der Elektrode. Die Elektrode soll standardisiert werden 
gegen das bekannte Phosphatgemisch nach Sdrensen (9 com sekundar 
+- lcem primar pq = 7,73, 8 ccm +- 2 cem py = 7,38, 7 eem +- 3 com 
7,17). Bei 18° soll die EMK gegen die Normalkalomelelektrode sein 


PH 
fiir py 7,73... . . . 450 Millivolt 
ip ae Tee as «es oe 
Pu 7,17 . 426 


Das Verhiltnis zwischen EMK und py ist in diesem Gebiet also linear, 
die EMK fir eine py-Differenz betragt 43 Millivolt. Die Temperatur- 
empfindlichkeit der Sb-Elektrode ist ziemlich groB, und zwar nimmt 
das Potential gegen die Normalkalomelelektrode -—- 1}, Millivolt pro 
Grad mit der Temperatur zu. Man soll also die Eichung der Elektrode 
und die Bestimmung des Blut-pg bei ungefahr gleicher Temperatur 
ausfiihren. Obwohl es immer miéglich ist, die Sb-Elektroden unter- 
einander genau gleich zu machen, d.h. alle mit einem Potential wie 
oben angegeben worden ist, kommt es bisweilen vor, dab diese Spannung 
sich etwas niedriger einstellt; das ist namlich der Fall, wenn das Pt 
nicht véllig mit Sb bedeckt ist. Fangt die Sb-Schicht an sich zu lésen, 
so sinkt das Potential allmaihlich. Eine Elektrode mit etwas anderer, 
aber konstanter Einstellung in Phosphatlésung ist ohne weiteres eben- 
sogut brauchbar, weil die Differenz fiir ein py genau 43 Millivolt bleibt. 

Wenn die Sb-Schicht auf der Elektrode anfangt sich abzulésen, 
macht sich dies bemerkbar durch ein standiges Sinken der EMK 
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gegen die Kalomelelektrode. Eine solche Elektrode soll man nicht 
mehr verwenden, sondern aufs neue mit Sb bedecken, indem man 
die alte Schicht vorsichtig mit einem scharfen Messer oder feinem 
Schmirgelpapier entfernt und eine neue Schicht in der oben angegebenen 
Weise anbringt. 

Wenn die Elektrode von einer Lésung, in der sie sich eingestellt 
hatte, in eine andere Lésung gebracht wird, erfolgt die Einstellung 
schnell, wenn aber die Elektrode vorher getrocknet war, kann dies 
die konstante Einstellung um einige Minuten férdern. 

Die Empfindlichkeit der Elektrode fiir andere lonenkonzentrationen 
(AktivitatseinfluB) ist erwartungsgemaB ziemlich grob. Das bedingt, 
da®B die Messung so viel wie méglich in konstantem Milieu geschehen 
soll und daB die Totalkonzentration in Betracht gezogen werden mui}. 
Wenn die Elektrode schon éfters neu bedeckt worden ist, scheint das 
Haften der Sb-Schicht schlechter zu werden, so dab es sich dann 
empfiehlt, einen neuen Pt-Draht zu verwenden. 

3. Die Messung der EMK haben wir immer mit unserem Tri- 
odelamppotentiometer ausgefiihrt; es hat sich aber gezeigt, dab man 
auch ein gewdhnliches Potentiometer mit Kapillarelektrometer als 
Nullinstrument benutzen kann. Uber die Frage, ob das Potentiometer 
ganz weggelassen werden kann, durch Schaltung der Elektrode gegen 
eine zweite Sb-Elektrode in einer Lésung von bekanntem, durch 
Titration variablem py, besitzen wir noch keine grobe Erfahrung, 
doch scheint diese Methode durchaus méglich, wenn man ein Galvano- 
meter von ausreichender Empfindlichkeit besitzt. 

4. Ausfiihrung der Bestimmung des py im Fingerblut. a} Prafung 
der Elektrode in n/15 Phosphatlésung (py 7,73 == 9cem Na,HPO,, 
2H,O — leem KK,PO,, px 7,38 8cem sekundires + 2 ccem 
primares Phosphat); die Elextrode soll sich iri kurzer Zeit konstant 
einstellen. 

b) Das Fingerblut wird direkt aus dem Stich in das Kapillar- 
réhrehen! eingesaugt, was bei einiger Erfahrung sehr gut ohne Gas- 
verlust geschieht, und sofort in das ganz gefiillte Réhrchen R gebracht, 
indem man ein Ende des Kapillarréhrchens so lange wie méglich mit 
dem Finger verschlossen halt, damit das Blut nicht heraustmtt, bevor 
das Réhrchen in die Flissigkeit gesenkt ist. 

Die Verdiinnungsfliissigkeit ist 0,1 °,ige Na,C,O,, die mit einer 
Spur NaOH auf px7.5 gebracht worden ist. 


1 Das Kapillarréhrchen soll beiderseits etwas verjiingt sein und an 
der einen Seite zugespitzt, damit das Blut leicht und nicht zu schnell ein- 
gesaugt wird. : 
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Sofort nach Einwerfen des Blutréhrchens wird das Verdiinnungs- 
rohrehen ohne Luftblasenbildung verschlossen und tiichtig geschiittelt, 
damit sich das Blut gleichmaBig verteilt und hamolysiert. 

Wir miissen noch bemerken, dab 
der untere Schliff des Verdiinnungs- 
roéhrechens vor der Einfiillung der 
NaC,0O,-Lésung zur besseren Strom- 
leitung mit konzentriertem KCl be- 
netzt wird; das Réhrchen wird dann 
vor der Einfiillung einmal mit der 
Na,C,O0,-Lésung gespiilt, damit das 
KCl sich nur im Schliff, aber nicht 
in der Verdiinnungsfliissigkeit befindet. 

c) Das verschlossene Réhrchen 
wird 5 Minuten sich selbst iiberlassen, 
kann dann einige Zeit aufbewahrt 
werden, oder die py-Bestimmung wird 
direkt angeschlossen. Dazu wird es 
mit dem unteren Schliff in die Kalomel- 
elektrode gestellt, der obere Glas- 

Abb. 1. stopfen abgenommen und die Sb- 

a ee a inienie Elektrode in die Blutlésung gesenkt, 

nach Mislowitzer. ungefahr bis zur Mitte des Réhrchens. 

& = Blutkepillere. Das Potential ist fast immer schnell 

e = Antimonelektrode. 

R = Réhrchen fiir die Blutlésung. konstant, nur hat man darauf zu 

achten, dal sich bisweilen kleine 

Gerinnsel an der Elektrode bilden, welche die Spannung beeinflussen 

und die Bestimmung unbrauchbar machen; Gerinnsel erhéhen das 
Potential, als ob das Blut alkalisch wiirde. 

EinigermaBen bedeutender Gasverlust ist fiir diese Methode nicht 
zu befiirchten. Nach der Feststellung.der EMK der Blutlésungen 
gegen die Normalkalomelelektrode ist die Elektrode noch einmal wieder 
in der Phosphatlésung zu priifen, in welcher sie genau dieselbe Ein- 
stellung wie am Anfang geben soll. 

d) Es hat sich gezeigt, daB die (H) einer Blutlésung! in 0,1 °,iger 
Na, C, O, in genau gleicher Weise das Potential der Sb-Elektrode bedingt, 
wie die (H) einer n/15 Phosphatlésung. Man bestimmt also einmal 
die EMK des Systems mit drei Phosphatlésungen und kann bei der 
linearen Beziehung von pg und EMK das px der Blutlésung leicht aus 
der Phosphatbestimmung intrapolieren. 





























1 Bei Verwendung unverdiinnten Serums anstatt verdiinnter Blut- 
Na, C,O,-Lésung ist eine entsprechende Korrektur anzubringen. 
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5. Wie auch die analogen Elektroden dieses Typus (z. B. die 
Ag(Cl-Elektrode), ist die Sb-Elektrode empfindlich fiir Fliissigkeits- 
stroémung; das bedingt, daB unmittelbar nach dem Einbringen der 
Elektrode das Potential noch etwas sinkt, und daB im allgemeinen 
bei der Messung die Fliissigkeit unbeweglich oder in konstantem 
Strémungszustand sein soll. Natiirlich soll auch Konvektionsstro6mungen 
durch Temperaturungleichheit vorgebeugt werden. 

Die Bestimmung im hamolysierten Blute gibt eine mittlere Zahl 
zwischen dem py des Plasmas und dem der Blutkérperchen; bekanntlich 
ist das pa der Blutkérperchen um — 0,10 pq niedriger. 

Die Elektroden kénnen in trockenem Zustande aufbewahrt werden, 
die erste Verwendung erfordert danach einige Zeit zur konstanten 
Einstellung. Es hat sich gezeigt, daB sich die oben angegebene Methode 
fiir Serienuntersuchungen sehr gut eignet, und da sie imstande ist, 
kurz dauernde Schwankungen des Blut-py anzuzeigen, welche mit 
anderen Methoden nicht so leicht gefunden werden. Als Beispiel geben 
wir die Untersuchung des Blut-py bei einem Rebreathingversuch. 

Einstellung des Elektrodensystems. t = 20°. 

pu 7,38 (n/15 priméres und sekundires Phosphat) — Normalkalomel 
= 437 Millivolt. Blutentnahme aus der Fingerbeere im Ruhezustand, 
zehnfach verdiinnt mit Na-Oxalatlésung; erste Probe 443 Millivolt Pa 7,50, 
zweite Probe 442 Millivolt = py 7,48, dritte Probe 442,5 Millivolt = py 7,49, 
vierte Probe 442 Millivolt = py 7,48. Danach im Gummisack ohne CO,- 
Absorption ein- und ausgeatmet bis zur eintretenden Asphyxie (und An- 
oxémie); erste Blutprobe unmittelbar nach dem Ende der Sackatmung 
450 Millivolt = py 7,68, zweite Probe 10 bis 15 Sekunden nach der ersten 
447 Millivolt = py 7,61, dritte Probe nach 1 Minute 443 Millivolt, 
pa = 7,50, vierte Probe nach 114 Minuten 442 Millivolt, py 7,48. 
Analyse der Sackluft: O, 8,25°,, CO, 7,95°%. Derselbe Versuch, aber 
Vorbeugung der Anoxaémie durch Fiillung des Gummisacks mit reinem 
O,. Fingerblutproben vor der Sackatmung im Ruhezustande: 1. pq 7,53, 
2. pu 7,53, 3. py 7,51, 4. pa 7,53. Nach Ende der Sackatmung py = 7,45, 
nach 10 bis 15 Sekunden py = 7,49, nach 40 Sekunden py = 7,50, nach 
2 Minuten py 7,53. Sackluft 7,55°, CO, Andere Funktionsproben 
z. B. pa vor, waéhrend und nach Arbeit sind in dieser Weise mehrmals 
ausgefiihrt worden und ergeben keine Schwierigkeiten. 








Zur Frage nach der quantitativen Bestimmung 
des Silbers in biologischen Fliissigkeiten und Geweben. 


Von 
Emmanuel Sterkin (Charkow). 


(Aus dem Laboratorium fiir Pathologische Physiologie des Staatlichen 
Medizinischen Instituts in Charkow, Ukraine S. 8. R.) 


(Eingegangen am 15. Juni 1928.) 


Das Studium des Reticulo-Endothelialsystems (R.-E.-Systems) 
wird durch den Umstand erschwert, dai es kein streng umgrenztes 
Organ darstellt, seine Elemente vielmehr tiber den ganzen Kéorper 
verstreut sind, so dab die bei der Funktionspriifung eines Organes sonst 
iibliche Methodik (so z. B. das Ausschalten desselben aus der Zirkulation, 
wie es bei der Leber méglich ist, eine Exstirpation, Transplantation usw.) 
hierbei nicht in Frage kommt. Bis jetzt wurden meist zwei Verfahren 
angewendet: entweder die histologische Untersuchung der einzelnen 
Zellelemente, oder die Methode der sogenannten .,Blockade“ zur 
Ausschaltung des R.-E.-Systems. Dieses letztere Verfahren besteht 
bekanntlich in der Einfiihrung elektro-negativer Kolloide in den Blut- 
strom, worauf das Schicksal dieser Kolloide im Organismus verfolgt 
wird (eigentliche Blockade), oder irgend ein gewisser Vorgang untersucht 
wird, wenn hieran eine Teilnahme des R.-E.-Systems vermutet wird. 

Wir interessierten uns namentlich fiir die Klarung einiger Vor- 
gange, die mit der Fahigkeit des R..E.-Systems, elektro-negative 
Kolloide zu resorbieren, in Verbindung stehen. Dazu wurden Unter- 
suchungen an der tiberlebenden Leber und Milz, sowie einige Tier- 
versuche angestellt. Es wurde beabsichtigt, ein elektro-negatives 
Kolloid einzufiihren und sodann nachzupriifen, welche Mengen davon 
in bestimmten Organen abgelagert werden, wie rasch dasselbe aus dem 
Blute verschwindet usw. 

Unter der Voraussetzung einer zum quantitativen Nachweis des 
Kolloids im Blute zur Verfiigung stehenden Methodik ware dieser Weg 
méglich. In der Literatur fanden wir jedoch keine genauen und ge- 
eigneten Verfahren dazu angegeben. 

So ist die zu klinischen Untersuchungen oft angewandte Methode 
von Adler und Reimann (1) — die Beobachtung der Geschwindigkeit, 
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mit der Kongorot und Trypanblau aus dem Blute nach voraufgegangener 
Einfiihrung derselben verschwinden — ganz ungeniigend, denn |. werden 
die erwahnten Kolloide nicht in allen Elementen des R.-E.-Systems 
abgelagert, sondern imbibieren beinahe alle Gewebe und Organe, und 
2. ist die kolorimetrische Bestimmung im Serum ungenau, weil ein 
gewisser Teil des Farbstoffs sich der Beobachtung entzieht, indem er 
von den morphologischen Blutelementen adsorbiert wird. 

Bei der Blockade mit Tusche ist die Bestimmung der letzteren 
auf kolorimetrischem Wege im Serum aus denselben Griinden un- 
geniigend, obwohl die Tusche fast ausschlieBlich in den Elementen 
des R.-E.-Systems abgelagert wird. 

Ein bedeutender Nachteil liegt bei der Einverleibung von Ferrum 
oxydat. saccharat. in dem standigen Vorhandensein von endogenem 
Eisen, das uns bei der Beurteilung der Resorptionsfahigkeit des R.-E.- 
Systems stért, die Untersuchungsergebnisse verschleiert oder sie entstellt. 

Aus diesen Uberlegungen heraus wahlten wir das Studium des 
Schicksals des injizierten kolloidalen Silbers, da dieser Stoff fast aus- 
schlieBlich in den Elementen des R.-E.-Systems abgelagert wird, da 
es zweitens, obwohl kérperfremd, doch ziemlich harmlos fiir den 
Organismus ist und weil es drittens im Gesamtblut und in den Geweben 
rein chemisch bestimmt werden kann. Da wir aber keine genauen 
und geeigneten Verfahren in der Literatur finden konnten, so mubten 
wir die Methodik der Mikrobestimmung des Silbers in Blut und Geweben, 
die wir fiir unsere weiteren Tierversuche benétigten, selbstandig aus- 
arbeiten. 

Eine gravimetrische Bestimmung des Silbers erschien unméglich, 
da die im Blute eventuell vorhandenen Mengen dieser Substanz kaum 
einige Milligramm ausmachen und die geringste Verunreinigung die 
Resultate schwer beeinflussen wiirde. 

Die meist iibliche volumetrische Bestimmung des Silbers besteht in 
der Titration mit Rhodanalkali in Anwesenheit von Eisen— Ammoniak 
—Alaun nach folgender Gleichung: Ag NO’, + NH,CNS’ AgCNS 

NH,NO\. Dabei wird weiSes, unldésliches Rhodansilber ausgefallt ; 
sobald sich die Sedimentierung des Silbers vollzogen hat, ergibt der folgende 
Tropfen Rhodaralkali eine bleibende rote Farbung mit Eisen —Ammoniak — 
Alaun infolge Bildung von Rhodaneisen Fe™(CNS);,’. 

Eine solche Bestimmung ist jedoch nur in dem Falle méglich, 
wenn das Silber als Ion vorliegt. Zwischen dem nichtionisierten Silber 
und dem Anion des Rhodan geht keine Reaktion vor sich, daher mub 
das kolloidale Silber zur Titration in den ionisierten Zustand tibergefiihrt 
werden. Dies laBt sich leicht erreichen, wobei man es am besten in 
Salpetersiure auflést: Ag + H NO, = Ag NO, + H. 

Verlauft diese Reaktion aber in Anwesenheit von Chloranionen, 
wie es bei der Bestimmung von Silber in biologischen Medien der Fall 
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ist, so fallt das wenig lésliche und infolgedessen fast gar nicht ionisierte 
Chlorsilber sofort aus (Ag NO, + NaCl’ = AgCl+ NaNO), und 
letzteres laBt sich wieder nicht titrieren. 

In den Fallen aber, in denen die Konzentration des Silbers relativ 
geringer ist als diejenige der Chloride, kann das Silber natiirlich nicht 
quantitativ titriert werden (das gilt fiir das Blut und auch fiir die- 
jenigen Organe, die nicht geniigend mit Silber blockiert sind). Sind 
die Organe aber mit Silber belastet und reichen somit die Chloride 
zur volistaéndigen Ausfallung des Silbers nicht aus, so wird der un- 
ausgefallte Teil dieses letzteren durch Rhodanalkali titriert, das ge- 
samte Silber kann aber auch in diesem Falle nicht bestimmt werden. 

Die erwahnten Eigentiimlichkeiten zwangen uns, Mittel und 
Wege zur Bestimmung des Silbers als Silberchlorid zu suchen. 

Zuerst wollten wir die Fahigkeit des Silberchlorids benutzen, in 
Abwesenheit von Sauren sich in Thiosulfat zu zersetzen, wobei eine 
Verbindung nach folgender Gleichung entsteht: 

2 AgCl+ Na,S,0,% = Na” Ag,(S,0,);" + 2 NaCl’. 

Es schien méglich, einen genau bestimmten Uberschu8 an Thio- 
sulfat zuzusetzen und den mit Silber nicht in Reaktion getretenen Rest 
mit Jod zu titrieren nach folgender Gleichung: 

2 Na, 8,0, + J, = Na,S,O0, + 2 NaJ. 

Die Unméiglichkeit einer derartigen Bestimmung erwies sich 
jedoch schon bei Versuchen, die zur Orientierung angestellt wurden. 
Trotz der vielen Kautelen, die wir anwendeten, wurde das genannte 
komplexe Salz teilweise durch das Jod reduziert, so daB auBer dem 
freien Thiosulfat noch ein gewisser, mit Silber verbundener Teil davon 
titriert wurde. 

Weiterhin versuchten wir, von der Fahigkeit des Silberchlorids 
Gebrauch zu machen, mit Ammoniak ein komplexes Salz zu liefern; 
nach T'readwell (2) verliuft die Reaktion. namlich folgendermaBen: 

AgCl + NH,OH’ = (AgNH,) Cl’ + H,0. 
Nach Bodlinder und Fittig (3) hat dieses Salz folgende Zusammen- 
setzung: AgCl,NH,. Es ware also méglich, die Menge des Silbers zu 
berechnen, indem man den Uberschu8 an Ammoniak bestimmt hitte, 
der nicht an Silber gebunden wire. Eine direkte Titration mit Sauren 
wire jedoch unméglich, und zwar infolge einer reversiblen Ausfallung 
des Silbers nach der Gleichung: 


(AgNH,)Cl' + H'NO, + H,O = AgCl + NH,OH’ + H'NO}. 


Das iiberschiissige Ammoniak konnte infolge der geringen Stabilitat 
dieses komplexen Salzes nicht entfernt werden, zumal dieses Salz 
sich beim Erwarmen auch teilweise zersetzt. 
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Nachdem wir diese Verfahren ihrer Unbrauchbarkeit halber ver- 
lassen hatten, gingen wir zu dem nachstehenden iiber. 

Wird namlich Formalin zu einer ammoniakalischen Lésung von 
Silberchlorid hinzugefiigt, so wird bekanntlich wieder Silberchlorid 
reduziert, aber nicht in Form eines flockigen Niederschlags, sondern 
in hochdispersem, kolloidalem Zustande, wenn mit geniigend schwachen 
Lésungen gearbeitet wird. Die kolloidalen opaleszierenden Lésungen 
kénnen aber einer quantitativen nephelometrischen Bestimmung 
unterzogen werden, da die Intensitat der Opaleszenz der Konzentration 
des Kolloids direkt proportional ist, unter der Bedingung, da der 
Grad der Dispersitat einen bestandigen Wert darstellt. Unsere Versuche 
haben aber erwiesen, dab der Grad der Dispersitaét bzw. die Gribe 
der Silberchloridteilchen sich sehr leicht verindert und eine Variable 
solcher Werte darstellt, wie die Konzentration der an der Reaktion 
beteiligten Substanzen, die Geschwindigkeit des Zuflusses der Reagenzien 
und anderes mehr. 

Auch bei sorgfaltig innegehaltener Konstanz aller dieser Be- 
dingungen bleibt der Grad der Dispersitat doch nicht der gleiche, 
augenscheinlich infolge von Momenten, die gar nicht wahrnehmbar 
sind; die nephelometrische Bestimmung des Chlorsilbers ist also auch 
unmodglich. 

Mit diesen drei Versuchen waren alle von unserem Standpunkt 
aus midglichen Nachweise des Silbers als Chlorsilber erschépft und 
hatten ihre Untauglichkeit bewiesen. 

Dies bewog uns, Mittel zu ersinnen, um das Chlorsilber zu zersetzen, 
das Silber aus seiner Verbindung mit Chlor zu befreien und ersteres 
in einen ionisierten Zustand iiberzufiihren. Dies gelang uns auch 
mittels nachstehend geschilderter kombinierter Methode. 

Erstens ist es bekannt, daB beim Veraschen biologischer Fliissig- 
keiten und Gewebe in konzentrierter Schwefelsiure, wenn das zu 
veraschende Objekt kolloidales Silber enthalt, folgende Reaktion 
herbeifiihrt: 2 Ag + H,SO{ = Ag,SO{ + H,; Ag,SO,+ 2 NaCl’ 
== 2 AgCl + Na, SO{; 2 AgCl + H,SO! = Ag,SO; + 2 HCY. 

Die wahrend der Reaktion frei werdende Salzsiure verdunstet 
wahrend des Kochens und es bleibt schwefelsaures Silber tibrig, das 
in konzentrierter Schwefelsiure unléslich, in verdiinnter aber léslich 
ist. Dieser Methode bedienten sich Petrow (4) und Schlee und Zweifel (5), 
um Silber in Organen nachzuweisen; diese Reaktion fordert aber tat- 
sichlich eine sehr bedeutende Zeitspanne, um bis zum AbschluB zu 
gelangen. So konnten wir bei der Veraschung einer Leber, die einen 
gewissen Silbergehalt hatte, selbst am 15. Tage der Veraschung die 
Chloride noch nicht beseitigen (die Veraschung dauerte 7 Stunden 
taglich, was insgesamt 105 Stunden ausmacht). 
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Um den Vorgang der Befreiung des Silbers zu beschleunigen 
fiihrten wir naszierenden Wasserstoff in die Reaktion ein. Dazu wurde 
nach Aufhellung der Fliissigkeit eine gewisse Menge destillierten Wassers 
in das Reagenzglas gegeben, in dem die Veraschung vor sich ging 
(Wasser = drei- bis vierfaches Volumen der Fliissigkeit) ; darauf wurden 
noch einige Stiickchen metallischen Zinks (14 bis 1,0 g) in das Reagenz- 
glas gebracht. Die Reaktion verlief folgendermaBen: 


H,SO; + Zn= Zn SO, + Hy; AgCl+ H'= Ag+ HT; 
2 Ag + H’SO{ — Ag, SO; + Hy. 


Diese Reaktion beschleunigt den ProzeB der Ausscheidung der 
Chloride in Form von Salzsaure um ein Vielfaches, und eine vollstandige 
Befreiung von den Chloriden wird bereits in 15 bis 16 Stunden erreicht 

Die Methode wurde nachgeprift, indem eine genau bekannte 
Menge Silber bestimmt wurde, die zu einer gewissen Menge Normalblut 
oder zu Stiickchen einer Hundeleber hinzugefiigt wurde. 

Die Veraschung erfolgte in nachstehend beschriebener Weise: 


Das Blut, sowie auch ein genau gewogenes Silberstiickchen wurden 
in ein weites Reagenzglas gebracht (Silber, Merck zur Analyse); man fiigte 
eine Messerspitze, d.h. etwa 1g gegliihtes schwefelsaures Na und 0,25 ¢ 
schwefelsaures Kupfer hinzu und auch 3 bis 4ccm konzentrierter Schwefel- 
siure und 2ccm einer geséttigten Permanganatlésung. Das Reagenzglas 
wurde im Sandbad erwarmt, und waéhrend der Veraschung wurden tropfen- 
weise noch etwa 2cem der Permanganatlésung hinzugefiigt. Die Ver- 
aschung wurde bis zur Entfarbung der Lésung fortgesetzt, wonach man 
dasReagenzglas abkiihlen lieB, seinen Inhalt mit 3 bis 4 Volumen destillierten 
Wassers versetzte und einige Stiickchen granuliertes Zink hinein tat (0,5 
bis 1,0 g). Darauf wird das Reagenzglas aufs neue ins Sandbad gebracht. 
Nach Beendigung der Reaktion (Ausscheidung von Wasserstoffblasen), 
wird das Reagenzglas aus dem Sandbad entfernt, und nach erfolgter Ab- 
kiihlung titriert man das Silber mit einer n/100 Lésung von Ammoniak- 
rhodanat in Anwesenheit von Eisen—Ammoniak—Alaun. Wird sorgfaltig 
gearbeitet, so iibertrifft der Fehler dieser Methode nicht 144%. Oft kann 
so wenig Silber vorhanden sein, daB mit 4 bis 5 Tropfen Rhodanid titriert 
werden kann. In derartigen Fallen ist mehr Untersuchungsmaterial zu 
nehmen, da der Fehler 20 bis 30°, betragen kann, falls man sich um einen 
Tropfen geirrt hat. 

Wir bestimmten Silber im Blute von Hunden, denen intravendés 
kolloidales Silber eingefiihrt worden war. Als Silberpraparat diente 
uns Solargentum Squibb. Die Versuchsergebnisse sind in Tabellenform 
angefiihrt. 

Wie aus der Tabelle ersichtlich, wird das Silber bei Einfiihrung 
relativ geringer Mengen im Blute nicht nachgewiesen. Bei starker 
Silberzufuhr, die von Vergiftungserscheinungen (z. B. Erbrechen. 
Defakation, Durchfall usw.) begleitet ist, kann das Silber nachgewiesen 
werden. So wurde in den Versuchen Nr. 1, 2, 3 und 16 den Hunden 
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eine offenbar giftige Menge Silber eingefiihrt, denn der Tod erfolgte 
im Laufe der dritten Minute. Wahrend dieser Zeitspanne wurde im 
Blute aber eine ziemlich betrachtliche Menge Silber aufgefunden 
Beriicksichtigt man die Blutmenge der betreffenden Hunde, die un- 
gefahr 1 Liter betrug, so ergibt sich, daB beinahe das ganze einverleibte 
Silber im Blute bleibt; so wurden in den Versuchen Nr. 1, 2 und 3 
594,84 mg eingefiihrt, was bei einer Berechnung auf | Liter Blut 540, 
560 und 530 mg, mit anderen Worten fast das ganze Silber bedeutet 
In den Versuchen Nr. 8 und 14 erfolgte der Tod der Tiere nach 40 bis 
45 Minuten; wahrend dieser Zeit wurde im Blute etwa '/, oder '/, der 
Gesamtmenge nachgewiesen. Augenscheinlich tritt das Silber wieder 
ins Blut tiber, nachdem es in den Organen abgelagert gewesen ist; 
wenn das Tier dabei nicht umkommt, so verschwindet das Silber nach 
60 Minuten, wie aus den Versuchen Nr. 7 und 13 hervorgeht. 


SchluBlolgerungen, 


1. Zur Bestimmung des Silbers auf titrimetrischem Wege wird 
das zu untersuchende Material mit Schwefelsiure verascht, wobei 
gegen Ende der Veraschung noch Stiickchen metallischen Zinks hinzu- 
gefiigt werden, um etwaige Chloridreste zu beseitigen. Dabei entsteht 
Wasserstoff, der die Uberbleibsel der Chloride als Chlorwasserstoffgas 


mit sich fortreiBt. 

2. Bei intravenéser Zufuhr einer Solargentumlésung verschwindet 
das Silber momentan aus dem Blute der Hunde und kann durch Analyse 
nicht aufgefunden werden. 

3. Ist das Silber in geniigender Menge eingefitihrt worden, um 
Vergiftungserscheinungen zu zeitigen, oder sogar den Tod des Tieres 
herbeizufiihren, so wird im Blute stets Silber nachgewiesen. 

4. Der Zeitpunkt, zu dem Silber im Blute nachgewiesen werden 
kann, entspricht ganz genau dem Auftreten von Vergiftungserschei- 
nungen beim Tiere. 

5. In den Fallen, wo der Tod des Tieres trotz der vorhandenen 
Vergiftungserscheinungen ausbleibt, verschwindet das Silber aufs 
neue aus dem Blute. . 

Literatur. 

1) Adler und Reimann, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 47, H. 5/6, 
1925. — 2) Treadwell, Lehrb. d. analyt. Chem. 1, 223, 1916 (russische Uber- 
setzung). — 3) Bodldnder und Fittig, Zeitschr. f. physik. Chem. 39, 1902, 
zit. nach Gmelin-Kraut, Handb. d. anorg. Chem. 1926. — 4) Petrof}, 
Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 42, 1924. — 5) Schlee und Zweifel, Zeitschr. 
f. Hygiene u. Infektionskrankh. 102, 454, 1924. 





Beitrige zur Kenntnis der Hydrolysenprodukte von Proteinen 
‘nach azidimetrischen Untersuchungen. 


Von 
J. Tillmans, P. Hirsch und F. Strache. 


(Mitteilung aus dem Universitéts-Institut fiir Nahrungsmittelchemie in 
Frankfurt a. M.) 


(Eingegangen am 16. Juni 1928.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Kiirzlich wurde iiber die Einwirkung von Natronlauge auf Eiweib- 
kérper berichtet!, die mit Hilfe einer azidimetrischen Methode? studiert 
worden ist. Es wurde dabei unter anderem die interéssante Tatsache 
festgestellt. daB bei der Einwirkung von n/2 Natronlauge auf Eiweib 


nach einer sehr raschen ersten Einwirkung ein gewisses, ziemlich be- 
standiges Zwischenstadium der Hydrolyse eintritt. 

Dieses stabilere Zwischenstadium schien fiir eine weitere, ein- 
gehendere azidimetrische Untersuchung der Eiweibkorper ein geeigneter 
Zustand zu sein. Sowohl der urspriingliche unveranderte Zustand der 
EiweiBkérper, als auch der Endzustand der Eiweibhydrolyse mittels 
starker Saiuren haben sich als wenig geeignet hierfiir erwiesen. Die 
Versuche an unverindertem EiereiweiB und unveraindertem Gliadin, 
iiber die bereits berichtet worden ist, haben ein sehr geringes Saure- 
und Alkalibindevermégen dieser Substanzen ergeben. Die Kleinheit 
der dabei érhaltenen @-Werte LiBt die Wahrscheinlichkeit, auf diese 
Weise verwertbare Unterschiede zwischen den verschiedenen Eiweil- 
arten zu erhalten. gering erscheinen. AuBerdem ware es nur bei den 
sogenannten Albuminen méglich, sie unverandert in wasseriger Losung 
zu titrieren. Bei anderen EiweiBkoérpern lieBe sich ein teilweiser Abbau 
nicht vermeiden, wenn sie in wasserige Lésung gebracht werden sollten 
Der Versuch die #-Kurven auszuwerten, die sich fiir EiweiSkérper 
nach vollstandiger Hydrolyse mittels starker Salzsaure ergaben, wurde 


1 Tillmans und Hirsch, diese Zeitschr. 198, 216, 1928. 
2 Hirsch, Diss. Frankfurt a. M. 1923; diese Zeitschr. 147, 433, 1924. 
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von J. Kiesgen! unternommen. Er behandelte die Eiwei®kérper 
30 Stunden lang mit siedender 18°,iger Salzsiure. Seine Resultate 
zeigen, daly neben Aminosauren dabei noch andere titrierbare Stoffe 
entstehen; speziell wurde Milchsdure nachgewiesen. Die erhaltenen 
#-Werte waren zur analytischen Verwertung nicht geeignet. Bei dem 
verschiedenartigen Verhalten der EiweiBkérper sind wir berechtigt. 
anzunehmen, daB sie nicht nur aus verschiedenartigen Bausteinen 
zusammengesetzt sind, sondern daB diese auch auf verschiedene Weise 
miteinander verkniipft sind. Durch die starke Hydrolyse, die Kiesgen 
in Anwendung brachte, scheinen diese Unterschiede verwischt zu 
werden. 

In der vorliegenden Arbeit sollte also das bei der Eiweibhydrolyse 
mit verdiinnter Natronlauge auftretende stabilere Zwischenstadium 
einer niheren Untersuchung unterzogen werden. Die Untersuchung 
hatte wieder das zweifache Ziel, einerseits einen tieferen Einblick in 
den Aufbau des Eiweibmolekiils zu gewahren, andererseits Unter 
scheidungsméglichkeiten fiir die verschiedenen EiweiBarten zu liefern 

Die Kurven der erhaltenen Hydrolysenprodukte lassen sich um so 
besser auswerten, je mehr wir tiber die zu erwartenden Abbauprodukte 
und deren Dissoziationskonstanten informiert sind. AuBer mit dem 
Auftreten von Aminosauren, deren Dissoziationskonstanten bekannt 
sind*, war noch vor allem mit der Gegenwart von Peptiden und Diketo- 


piperazinen zu rechnen. Es wurde daher mit der Untersuchung des 
azidimetrischen Verhaltens einiger mir zur Verfiigung stehender Peptide 
und Diketopiperazine sowie des Asparagins begonnen. 


I, Untersuchung tiber das azidimetrische Verhalten von Asparagin, Peptiden 
und Diketopiperazinen. 


1. Allgemeines. 


Bisher sind noch wenig Messungen iiber Dissoziationskonstanten von 
Peptiden bekannt. Euler* hat die Konstanten dreier Dipeptide durch 
Bestimmung der Leitfahigkeit von Lésungen, welche gleiche Mengen Peptid 
und Salzséure bzw. Peptid und Ammoniak enthielten, ermittelt. Seine 
Resultate sind zum Vergleich der von mir bestimmten Spaltungskonstanten 
von Tri- und Polypeptiden bei der Zusammenstellung derselben mit an- 
gegeben. 

Einige Versuche iiber jas Verhalten von Diketopiperazinen gegen 
Séure und Alkali sind von Abderhalden und Haas* angestellt worden. Es 
interessiert hier vor allem die Feststellung, daB sie gegeniiber Schwefelséure 
bei pa = 1,71 und gegeniiber Natronlauge bei pq = 12,35 kein Binde- 
vermégen aufwiesen. Die Untersuchungen sind an Glycinanhydrid und 


1 Diss. Frankfurt a. M. 1925. 

2 Hirsch, a.a. O. 

% Zeitschr. f. physiol. Chem. 51, 219. 

‘ Zeitschr. f. physiol. Chem. 151, 114, 1926. 
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Alaninanhydrid ausgefiihrt worden. Obige Autoren beobachteten ferner 
am Glycylglycin nach fiinftégigem Stehen bei 18° unter dem Einflu® der 
Stufe 12,4 keine meBbare Aufspaltung, wohingegen sie eine Aufspaltung 
der Diketopiperazine nach langerer Laugewirkung feststellen. 

In der letzten Zeit ist von FE. Abderhalden und Mitarbeitern eine Serie 
von Arbeiten tiber das Verhalten von Polypeptiden und Derivaten von 
solehen gegeniiber verdiinntem Alkali bzw. verdiinnter Saéure verdéffentlicht 
worden’. Es wird darin vergleichend der zeitliche Ablauf der Hydrolyse 
der genannten Stoffe, meist bei 37°, studiert. Insbesondere werden dabei 
die folgenden interessanten Tatsachen festgestellt: n Salzséure greift bei 
37° Polypeptidketten weniger stark an als n Alkali unter den gleichen 
Bedingungen. Glycylketten werden besonders leicht von Alkali hydro- 
lysiert. Je langer die Kette ist, um so rascher vollzieht sich die Hydrolyse. 
Glycin als Baustein von Peptiden, in denen noch andere Aminoséuren 
enthalten sind, begiinstigt ebenfalls die Hydrolyse. Durch Besetzung der 
freien Aminogruppe von Polypeptiden durch bestimmte Gruppen kann 
die Hydrolyse durch verdiinntes Alkali ganz erheblich gesteigert oder aber 
auch verzégert werden. 


Von Herrn Dr. Hermann Fischer. Berlin, sind uns freundlicher- 
weise Proben von Peptiden, die aus dem Laboratorium Emil Fischers 


stammen, zur Verfiigung gestellt worden. Wir méchten an dieser Stelle 
nicht verfehlen, fiir die bereitwillige Uberlassung derselben Herrn 
Dr. H. Fischer unseren Dank auszusprechen. 

Wir haben die Saure- und Basenkonstanten dieser Peptide bestimmt, 
ebenso die von Asparagin. Auch Glycinanhydrid und Alaninanhydrid, 


von denen uns Praparate zur Verfiigung standen, haben wir auf saure 
und basische Eigenschaften untersucht. 

Fiir diese Untersuchung haben wir diejenige Methode angewandt, 
die dem vorliegenden Zwecke am besten angepaBt ist, namlich die 
Berechnung der Siure- und Basenkonstanten aus der an Mischungen 
der zu untersuchenden Substanz mit Natronlauge bzw. Salzsaure ge- 
messenen Wasserstoffionenkonzentration. Diese Bestimmungsmethode 
beruht auf den gleichen Grundlagen und Voraussetzungen und ver- 
wendet die gleichen Messungen wie die spater auszufiihrenden An- 
wendungen. 

Um die Konstante einer einwertigen Saéure oder Base zu bestimmen, 
brauchen wir einen beliebigen Punkt der ?-Kurve®. Wenn * und (H) 
bekannt sind, kénnen wir nach 

. bww. k= 
Daal 
leicht k berechnen. Es l&Bt sich zeigen, daB die Berechnung von k am 
genauesten wird, wenn wir den Punkt * = 0,5 waihlen. Je weiter wir uns 


! Zeitschr. f. physiol. Chem. 169, 196, 1927; 170, 134, 146, 158, 226, 
1927; 173, 250, 1928; 174, 47, 196, 1928; Naturwissenschaften 16, 396, 1928. 
2 Hirsch, a.a. O. 
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von diesem Punkte entfernen, um so mehr fallen die Versuchsfehler ins 
Gewicht. Im allgemeinen wurden zur Bestimmung der Spaltungskonstanten 
drei oder mehr giinstige Punkte der ¢-Kurve bestimmt und aus den er- 
haltenen Werten k gemittelt. 

Die Séure- und Basenkonstanten werden anstatt durch die k-Werte 
hier vielfach auch in logarithmischer Ausdrucksweise durch die m-Werte 
zur Darstellung gebracht. Fiir eine saure Gruppe ist m = — log &, fiir 
eine basische Gruppe ist m = + log k — logk,,'. Voraussetzung fiir die 
richtige Ermittelung von k bzw. m ist noch, daB die beiden m-Werte der 
Peptide geniigend weit auseinander liegen. Man erhalt hierbei, ebenso 
wie bei allen anderen Bestimmungsverfahren, nicht die eigentlichen theoreti- 
schen Dissoziationskonstanten, sondern die erhaltenen Werte enthalten 
auBer diesen noch Dissoziationsgrade bzw. Aktivitétskoeffizienten und 
werden als ,,Spaltungskonstanten“ bezeichnet. Die Beziehung zur Disso- 
ziationskonstanten zeigt die Gleichung k = K/8, wobei 


k = Spaltungskonstante, 

K = Dissoziationskonstante und 

B = Dissoziationsgrad 
des Na- bzw. Cl-Salzes ist. Um den Salzfehler auszuschalten bzw. um die 
Na- und Cl-lonenkonzentration bei den Messungen konstant zu halten, 
wurden bei den Messungen die Substanzen in n/10 NaCl-Lésung gelést. 
Am Beispiel des Triglycins wird spéter gezeigt werden, da®B der Einflub 
dieser Natriumchloridkonzentration auf die Spaltungskonstanten ein 
kaum merklicher ist. Ausgerechnet sind die Spaltungskonstanten. Die 
Spaltungskonstanten sind nach der Bezeichnungsweise von Michaelis* 
,reduzierte Dissoziationskonstanten“. Die Verwendung der Spaltungs- 
konstanten an Stelle der Dissoziationskonstanten bedeutet keinerlei Beein- 
trachtigung fiir die Verwendbarkeit der Konstanten; denn wohl alle 
bisher bestimmten Dissoziationskonstanten sind in Wirklichkeit derartige 
Spaltungskonstanten bzw. reduzierte Dissoziationskonstanten. 

Die Messungen wurden also in der Weise ausgefiihrt, daB eine ab- 
gewogene Menge Substanz in einem bestimmten Volumen n/10 NaCl- 
Lésung in der Tauchelektrode gelést und nach Zusatz verschiedener Mengen 
Lauge bzw. Saéure in dieser Probe das Potential der Wasserstoffelektrode 
(Tauchelektrode) gegen eine gesattigte Kalomelelektrode gemessen wurde. 
Die Kalomelelektrode wurde vor jeder Messung gegen eine Standard- 
acetatlésung geeicht, die Temperatur auf- 20° konstant gehalten. Das 
Potential konnte auf 0,1 Millivolt abgelesen werden. 

Die Untersuchung des Leucylasparagins gab den AnstoB, auch die 
Konstanten des Asparagins nach der gleichen Methode zu _ bestimmen. 
Fiir die Untersuchung der zweiten basischen Gruppe des Asparagins sowie 
fiir die Untersuchung der Diketopiperazine waren Messungen in stark 
saurem und stark alkalischem Gebiet notwendig. In diesem Gebiet hat ein 
eventueller Fehler bei der Bestimmung der freien Lauge bzw. Saure s einen 
groBen EinfluB. Dieser ist um so kleiner, je kleiner das Volumen und damit s 
selbst ist. Ebenso laBt er sich durch eine groBe Konzentration der titrierten 


t—s 
Substanz klein halten. Da ? = _ ist, fallt fiir groBe Werte von g und ¢ 


| Hirsch, a. a. O. 444 und 453. Zweites Zitat. 
2 Die Wasserstoffionenkonzentration, 2. Aufl., S. 110, Berlin, Julius 
Springer, 1922. 
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ein gleich groBes s weniger ins Gewicht wie bei kleinen Werten von g und ¢. 
Es wurde daher sowohl bei der Untersuchung der zweiten NH,-Gruppe 
des Asparagins, wie bei der Untersuchung des azidimetrischen Verhaltens 
der Diketopiperazine als Wasserstoffelektrode eine ,,Birnenelektrode“ von 
etwa 2ccm Inhalt angewandt, um die Konzentration méglichsat gro8 und 
das Volumen klein zu halten. Wéahrend bei der Tauchelektrode etwa 
15 Minuten bis zur Konstanz des Potentials gewartet werden muB, bietet 
die Birnelektrode noch den Vorteil, daB sie schon nach 2 Minuten konstante 
Werte zeigt. Bei den Diketopiperazinen war diese schnelle Einstellung 
der Hauptgrund der Anwendung einer Birnelektrode, da in alkalischer 
Lésung sehr bald ein Abbau der Diketopiperazine zu beobachten ist. 

Zur Kontrolle auf die Reinheit der Substanzen wurde bei vielen Ver- 
suchen eine Formoltitration nach Sérensen' und eine Stickstoffbestimmung 
nach Kjeldahl angeschlossen. An Stelle der Formoltitration wurde auch 
einige Male eine Titration in alkoholischer Lésung gegen Thymolphthalein 
vorgenommen (s. Tillmans und Kiesgen*). Die Ablesung des Potentials 
geschah bis zur konstanten Einstellung der Werte. Es sind hier nur die 
konstanten Werte angegeben. Soweit die eingewogene Menge nach Um- 
rechnung tiber das Molekulargewicht in Millimol mit der Formoltitration 
nicht geniigende Ubereinstimmung zeigte, wurde als Grundlage der Be- 
rechnung von # der Wert der Aminoséurentitration verwandt, da _ bei 
schlechter Ubereinstimmung der Werte eine Verunreinigung oder Wasser- 
gehalt der Substanz angenommen werden muBte. 


2. Bestimmung der Spaltungskonstanten des Asparagins und einiger Peptide. 


Asparagin: CyH,O,N, + H,O (Molekulargewicht 150,1). 


Reinheitspriifung. 
0,1032 g Substanz, entsprechend 0,69 Millimol (berechnet aus der 
Einwage nach dem Molekulargewicht) verbrauchten 
bei der Formoltitration. . ........ . %7,00cemn/10 NaOH 
» 9 Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl . 13,90 ,, n/lO HCI 
0,1170g¢ Substanz, entsprechend 0,78 Millimol (berechnet aus der 
Einwage nach dem Molekulargewicht) verbrauchten 
bei der Formoltitration. ......... . %7,95cemn/10 NaOH 
» 9» Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl . 15,80 ,, n/lO HCl 
0,1253 g Substanz, entsprechend 0,835 Millimol (berechnet aus der 
Einwage nach dem Molekulargewicht) verbrauchten 
bei der Formoltitration. ......... . 850cemn/10 NaOH 
» 9» Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl . 16,60 ,, n/lO HCI 
Hieraus ergibt sich, daB das vorliegende Préparat ein der obigen 
Formel entsprechendes, nicht verunreinigtes Asparagin war. 


Elektrometrische Titration. 


0,895 Millimol wurden in licem n/10 NaCl-Lésung gelést und mit 
gemessenen Mengen 0,1004 n NaOH versetzt. 


1 Diese Zeitschr. 7, 45, 1908. 
2 Zeitschr. f. Unters. d. Lebensm. 58, 126, 1927. 
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Zugegebene Menge t 
0,1004n NaOH ? 


ccm cem n/10 com 0/10 


3,40 ,673 3,41 - 0,384 8.882 
5.00 8.985 5,02 0,560 8.825 
7,00 406 7,03 0,785 8.842 
Mittel — 8,85 
k, = 1,41.10-9 


Zu derselben Probe wurden dann gemessene Mengen 0,1004 n HC! gegeben. 





Zz M 
ugegebene enge ‘ 


4n HC PH 
ccm 4 j com n/10 


10,00 2.700 —_ § — 0,86 — 0,240 
13,00 2,325 5,02 — 2,23 — 0,424 
18,00 2,005 j — 5,33 — 0,636 
Mittel = 
k, = 


PPO) po PO pO 


Leucylasparagin: C,)>H,,O0,N, + 2H,O (Molekulargewicht 281,: 


Reinheitspriifung. 
0,1226g Substanz, entsprechend 0,436 Millimol (berechnet aus der 
Einwage nach dem Molekulargewicht) verbrauchten 
bei der Formoltitration. . . . . 438 cemn/10 NaOH 
+» » Stickstoffbestimmung sock Kjeldahl - 13,16 , n/lOHCI 


Elektrometrische Titration. 


0,436 Millimol wurden in 15cem n/10 NaCl-Lésung gelést und mit 
gemessenen Mengen 0,1004 n HCl versetzt. 





Zugegebene Menge 
0,1004n HCl Pu : ° ia * 


com com n/10 cem n/10 4,36 


50 3,200 — 1,505 — 0,14 — 0,313 2.859 
8 2,707 — 2.990 — 0,48 — 0,576 2,839 
2,427 — 4.010 — 0,96 — 0,700 2.793 
Mittel — 2.830 

k, = 5,7.10- 


Zu derselben Probe wurden dann gemessene Mengen 0,1004 n NaOH gegeben. 





Zugegebene Menge ‘ 
0,1004n NaOH 


ccm | com n/10 


5.46 | 7,95: ; 0,336 8,249 
6.50 | 8,384 ; 0.576 8,253 
7,50 | 8, 3. 0,805 8,187 
Mittel — 8,230 

k, = 5,9.10-° 
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Leucylisoserin: CyH,,O,N, (Molekulargewicht 218,2). 


Reinheitspriifung. 
0,0841 g Substanz, entsprechend 0,373 Millimol (berechnet aus der 
Einwage nach dem Molekulargewicht) verbrauchten 
bei der Formoltitration. . ....... . . 3,92cemn/10 NaOH 
Stickstoffbestimmung nach Ajeldahl . 7,70 ,, n/lOHC! 


.” . 


Elektrometrische Titration. 


0,373 Millimol wurden in l5icem n/10 NaCl-Lésung gelést und mit 
gemessenen Mengen 0,1004 n HCl versetzt. 





Zugegebene Menge t . 
0,1004n HCl PH 
ccm com n/10 com n/10 


1,35 — 1,35 — 0,07 — 0,342 3,198 
2.00 —2.01 — 0,15 — 0,500 3,193 
2.78 — 2.79 — 0,31 — 0,662 8,173 


Mittel = 3,188 
k,, 1,33 .10-") 
Zu derselben Probe wurden dann gemessene Mengen 0,1004 n NaOH 
gegeben. 





Zugegebene Menge 
0,1004n NaOH Pu 
com com n/10 com n/10 


4,00 7,907 1,22 
4,64 8,200 1,87 
5,59 8,626 2,73 


Alanylalanin: C,H,,0,N, (Molekulargewicht 160,1). 

Aus Alaninanhydrid wurde nach der Vorschrift Fischers! Alanylalanin 
hergestellt. 

1,4204 ¢ Alanylanhydrid wurden in 11,36 cem n/l NaOH 5 Stunden 
bei Zimmertemperatur stehengelassen, dann gegen Lackmuspapier neu- 
tralisiert. Nach der Vorschrift soll danach eine Reinigung durch Ein- 
dampfen und Ausfallen des Peptids durch Alkohol erfolgen. Bei der ge- 
ringen vorhandenen Substanzmenge fiirchteten wir zu wenig Ausbeute 
zu bekommen. Da an Verunreinigungen nur das Anhydrid in Frage kam, 
dieses aber, wie spéter aufgefiihrte Versuche zeigen, die Titration nicht 
beeintrachtigt, lieBen wir die Substanz ungereinigt und verdiinnten die 
neutralisierte NaCl-haltige Lésung, um zu der bisher auch angewandten 
NaCl-Konzentration zu kommen, auf 100 ccm. 


1 Untersuchungen iiber Aminoséuren, Polypeptide und Proteine, 
S. 528, Berlin 1906. 
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Formoltitration in 10 cem Lésung: 
a) Verbrauch 9,5 ecm n/10 NaOH, entsprechend 0,95 Millimol Substanz 
b) 7 9,45 .,, n/10 NaOH, ~ 0,945 


Alkoholtitration in 10 ccm Lésung: 
Verbrauch 9,5cem n/10 NaOH, entsprechend 0,95 Millimol Substanz. 

Kjeldahlbestimmung in 10 ccm Lésung: 
a) Verbrauch 20,4ccm n/10 HCl, entsprechend 1,02 Millimol Substanz 
b) 9 20,5 ,, n/1l0 HCl, 9» 1,025 

DaB die Zahlen der Kjeldahlbestimmung héher ausfallen als die 
der Aminosduretitrationen, zeigt die Gegenwart von Resten un- 
verinderten Anhydrids an. Bei der Berechnung von # wurde der Wert 
der Aminosauretitration g = 0,95 zugrunde gelegt. 


Elektrometrische Titration. 


10cem Lésung = 0,95 Millimol Substanz plus 5iccm destillierten 
Wassers wurden mit gemessenen Mengen 0,1004 n HCl versetzt. 





Zugegebene Menge ‘ 
0,1004n HCI Pu 
com n/10 
6,888 0,33 — -— -- 
3,547 — 3,17 — 0,07 — 0,317 3,219 
3,277 — 4,67 — 0,14 — 0,465 3,217 
2,952 — 6,67 — 0,33 — 0,652 3,226 
Mittel — 3,221 
k, = 1,43. 10-2 


Zu derselben Probe wurden dann gemessene Mengen 0,1004 n NaOH 


gegeben. 





Zugegebene Menge P e a 
0,1004n NaOH = 
9,5 
ecm com n/10 com n/10 


6,45 28 = 
7.50 ’ “=n tats 
10,00 ; 3.35 . 0,343 8,349 
12,00 5,38 0,550 8,339 
14,00 3 0,754 8,323 
Mittel — 8,337 
k, = 4,6.10-° 


Wahrend bei den anderen Peptiden die Substanz in n/10 NaCl-Lésung 
aufgelést worden war, wurde hier von einer neutralisierten Lésung aus- 
gegangen. Um ?¢, die zugesetzte Menge Titersubstanz vom isoelektrischen 
Punkt an, genau berechnen zu kénnen, muBten einige Punkte der ?-Kurve 
in der Nahe des isoelektrischen Punktes bestimmt werden. Die Neutrali- 
sation gegen Lackmuspapier geniigt hier nicht, da bei Stufe 7 bereits eine 
merkliche Menge Alkali durch das Peptid gebunden ist. Dieser Betrag 
muB8 beriicksichtigt werden. Die zur neutralisierten Lésung zugesetzte 
Menge Lauge bzw. Séure nennen wir ¢t’. Zur Berechnung von ¢ wurde so 
vorgegangen, daB zundchst angeniherte Werte fiir m ausgerechnet wurden, 
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deren Berechnung wir t’ zugrunde legen. Aus den so erhaltenen Werten 
an , m+m, =. 

fiir m wurde nach der Formel > @in angendherter isoelektrischer 
Punkt berechnet. Aus den beiden diesem am naéchsten gelegenen Messungs- 
punkten wurde durch Interpolation der Titerzusatz bestimmt, der not- 
wendig war, um von der gegen Lackmuspapier neutralisierten Lésung 
zu diesem vorléufigen isoelektrischen Punkte zu gelangen. Dieser Wert 
wurde bei allen Werten von ¢’ als Korrektur, im alkalischen Gebiet mit 
negativem, im sauren Gebiet mit positivem Vorzeichen angebracht. Mit 
den so verbesserten Werten von ¢’ wurden verbesserte Werte fiir m be- 
rechnet, die oben angegebene Interpolation nochmals durchgefitihrt, ¢ wieder 
ein wenig korrigiert und nun die so erhaltenen Konstanten als richtig 
angenommen, da sich bei der zweiten Korrektur die ¢-Werte nur noch 
unwesentlich anderten. 


Aminobutyr yl-a-aminobuttersdure: C,H,,N,O, (Molekulargewicht 188,2). 


Reinheitspriifung. 
Da geniigend Substanz vorhanden war, wurden Titrationen auf den 
Gehalt an Carobxylgruppen an mehreren Proben vorgenommen. 
0,1570 g¢ Substanz, entsprechend 0,833 Millimol (berechnet aus der 
Einwage nach dem Molekulargewicht) verbrauchten 
bei der Formoltitration. ........ . . 8 27cem n/l0 NaOH 
Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl . 16,50 ,, n/lO HCI 


0,0346 g Substanz, entsprechend 0,184 Millimol (berechnet aus der 
Einwage nach dem Molekulargewicht) verbrauchten 
bei der Formoltitration. . . . . . . 1,82 cemn/10 NaOH 


» 9 Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl . 3,70 ,, n/lOHCI 


Elektrometrische Titration. 
0,5 Millimol wurden in 15 cem n/10 NaCl-Lésung gelést und mit ge- 
messenen Mengen 0,1004 n HCl versetzt. 





Zugegebene Menge - 
0,1004n HCl Pu 
ccm com n/10 


— 0,075 0,280 3,056 
— 0,190 — 0,463 3,034 
— 0,410 — 0,628 8,018 
Mittel 3.035 
k, = 92.10-" 
Zu derselben Probe wurden dann gemessene Mengen 0,1004 n NaOH 
gegeben. 





Zugegebene Menge 
0,1004n NaOH Pu 
com n/10 


7.973 0,288 8,365 
8,393 0,494 8.405 
8,761 _ 0,694 8.405 
Mittel 8,392 

4.1 .10-° 


2 
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Alanylglycylglycin: C;H,,0,N, (Molekulargewicht 203). 


Elektrometrische Titration. 


0.0988 g¢ Substanz 0,487 Millimol wurden in licem n/10 NaC!- 
Lésung gelést und mit gemessenen Mengen 0,1004 n HC] versetzt. 





Zugegebene Menge 


0,1004n HCl PH 


Zu derselben Probe wurden dann gemessene 


gegeben. 


t 


ccm n/10 


1,51 
2,40 
3.51 


a 


com n/10 


— 0,06 
— 013 
— 0,34 


t—~a 
I= — 
4.87 


— 0,298 
— 0,466 
— 0,652 


Mittel 
k, 


3,190 
1,35.10-") 


Mengen 0,1004 n NaOH 





Zugegebene Menge 
0,1004n NaOH 


ccm 


4,98 
5,89 


2 


com n/10 


t—<se 


4,87 


0,305 
0,493 


6,80 508 3,5 0,680 
Mitte 
k 
Triglycin: C,H,,0,N, (Molekulargewicht 189,1). 


Reinheitsprifung. 


Die Formoltitration wurde, da nur wenig Substanz zur Verfiigung 
stand, an derselben Probe wie die elektrometrische Titration nach der- 
selben vorgenommen. 

0,0945 g Substanz, entsprechend 0,5 Millimol (berechnet aus der Ein- 
wage nach dem Molekulargewicht) verbrauchen bei der Formoltitration 
5,00 com n/10 NaOH. 


Elektrometrische Titration. 


0,0945 g Substanz = 0,5 Millimol wurden in 15 ccm n/10 NaCl-Lésung 
gelést und mit gemessenen Mengen 0,1004 n HC] versetzt. 





Zugegebene Menge 
1 Cl 


04n H t - t—s 


ccm n/10 


51 
51 


—t1, 
— 2, 
3, 


0 
51 


com n/10 


— 0,05 
— 0,12 
— 0,26 


Pa a= 


5,0 


— 0,291 
— 0,478 
— 0,650 


Mittel - 


k, = 


3,266 
3,256 
3,245 

= 3,256 
1,55.10-"! 
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Zu derselben Probe wurden dann gemessene Mengen 0,1004 n NaOH 
gegeben. 





Zugegebene Menge 
0,1004n NaOH . 


ccm com n/10 


4.98 AS - \ 8,076 
6,00 2. - 8.074 
7,00 + 8,058 


8,069 
8,53. 107° 


Um die GréBe des Einflusses der n/10 NaCl-Lésung kennen- 
zulernen, wurde eine zweite Titration des Triglycins vorgenommen, 
bei der das Peptid in Wasser statt in n/10 NaCl-Lésung aufgenommen 
wurde. Die Konstanten zeigen kaum Abweichung voneinander. 


Elektrometrische Titration. 


0,0945 g Substanz = 0,5 Millimol wurden in l5cem_ destillierten 
Wassers gelést und mit gemessenen Mengen 0,1004 n NaOH versetzt. 





Zugegebene Menge p - 
0,1004n NaOH Pu 
ccm com n/10 com n/10 


1,58 1.59 - 0,318 8,075 
2.50 251 0,502 8,065 
3,50 3,51 0.702 8.070 
Mittel — 8,070 
k, = 8,51. 10-° 
Zu derselben Probe wurden dann gemessene Mengen 0,1004 n HCl 
gegeben. 





Zugegebene Menge 
0.100402 HCl ? 


com com n/10 


5.00 f 0,97 0,288 3,242 
6.05 ‘ 256 — i 0,467 3,233 
7.0) -~ 3 0,37 — 0,629 3,224 


Mittel — 3,233 
k= 147.10°* 


Leucyloctaglycylglycin: C,H 4g9O,,;Ny9 (Molekulargewicht 644,3). 


Es standen mir 0,35 g Substanz zur Verfiigung, die wegen des 


hohen Molekulargewichts des Dekapeptids nur fiir einen Versuch aus- 


reichend waren. 
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Die Formoltitration und Kjeldahlverbrennung wurden an der 
selben Probe wie die elektrometrische Titration nach derselben vor 
genommen. 

Reinheitspriifung. 
0,3222 g Substanz, entsprechend 0,5 Millimol (berechnet aus der Ein- 


wage nach dem Molekulargewicht) verbrauchten 


bei der Formoltitration. ........ .. 4,5ceemn/10 NaOH 
Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl . 44,8 ,, n/lO HCl 


Elektrometrische Titration. 


0.3222 g Substanz = 0,45 Millimol sollten wie stets in 15 ccm 
n/10 NaCl-Lésung in der Tauchelektrode gelést werden. Die Substanz 
ging jedoch nicht vollstandig in Lésung, auch nach Zugabe von 10 ccm 
0.1004 n NaOH und kurzem Erwarmen auf ungefahr 60°. 


Da die Auflésung der Substanz nicht gelang, wurde die tibliche 
Titration vorgenommen, ohne den ungelésten Anteil zu beriicksichtigen. 
Die Voraussetzungen fiir die Anwendung der #-Funktion sind in einem 
heterogenen System nicht erfiillt. Das Resultat wird einen Fehler auf- 
weisen, der um so gréber ist, je mehr ungeléste Substanz zugegen 
ist. Trotz der unvollstandigen Lésung muB die Substanz zum gréBten 
Teile mit der vorhandenen Lauge reagiert haben, da ein hoher #-Wert 
errechnet wurde, wie aus der folgenden Tabelle ersichtlich. Die un- 
gefiihre Ubereinstimmung der fiir Stufe 8,37 und 8,05 gefundenen 
m-Werte rechtfertigt das Vorgehen. Wenn die gefundene Konstante 
auch fehlerhaft ist, so sind wir damit doch tiber ihre GroéBenordnung 
orientiert. Noch ungewisser ist die Bestimmung der basischen Kon- 
stanten. Schon duBerlich war erkennbar, daB der ungeléste Anteil 
bei pa = 2.6 gréBer war als im alkalischen Gebiet, dementsprechend 
ist der erhaltene #-Wert kleiner. 


Zu derselben Probe wurden dann gemessene Mengen 0,1004 n HC! 
gegeben. 





Zugegebene Menge P ico 
0,1004n HCl Pu ilies 7— 


ccm com n/10 


6,46 8,365 3,52 0,790 7,789 
7,50 8,046 2, 0,557 7,938 
Mittel = 7,842 

A 1,44.10-° 


8 


12,50 2.5 —0288 | 2,232 
k, = 1,47. 10728 


) 
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Zusammenstellung der elektrometrisch gewonnenen Spaltungskonstanten 
in n/10 NaCl-Lésung bei 20°. 





Asparagin . Eee ied A 4.10 
Leucylasparagin....... 5,9. 5,7 . 10 
Leucylisoserin. . .... . 5,2. é 3.10 
A ae , 6. 4.10 
Aminobutyryl-a-aminobuttersaure t? : 9.2.10 
Alanylglycylglycin . . . com i es ' 4.1071 
RS: & Se ow yO 6.1074 
Leucyloctaglycylglycin  . , 4.1075 6.10°= 


Konstanten der Dipeptide von Euler nach Leitfahigkeits- 


messungen bei 25°. 





ky 


Glyeylglycin ....... ; 1.8.10 2.9.10-% 
Alanylglycin . sh gtie* 5 1.8.10-° 2.0.10"! 
Leueylglycin . . hoe 1.5.10°° 3,0.10-) 


Vergleichen wir die hier zusammengestellten Konstanten mit 
denen Eulers, so sehen wir, daB die von Euler gefundenen sauren Kon- 
stanten durchschnittlich dreimal so groB sind. d. h. die m-Werte sind 
um etwa 0.5 verschieden. Auch die basischen Konstanten Hulers sind 
gréBer, die Differenz ist hier kleiner. Es ist dabei zu beriicksichtigen, 
daB Euler eine ganz andere Methode zur Bestimmung seiner Konstanten 
anwandte und die Konstanten fiir die Temperatur von 25° bestimmt 


Die Werte der Di- und Tripeptide liegen recht nahe zusammen 
und lassen es berechtigt erscheinen, bei der spateren Auswertung der 
Kurven einen Mittelwert zu benutzen. 


3. Versuche tiber das Bindevermégen von Glycinanhydrid und Alaninanh ydrid. 

Glycinanhydrid: CyH,O,N, (Molekulargewicht 114). 

Ein Préparat von Glycinanhydrid erwies sich als stark verunreinigt 
mit Peptid. Es wurde daher mit heiBem Wasser ausgewaschen, in dem 
Glyeylglycin sehr viel leichter léslich ist als das Anhydrid. Um das aus- 
gewaschene Anhydrid auf seine Reinheit zu priifen, wurde das von Ruhemann 
zuerst als Reagens auf Aminoséuren empfohlene Ninhydrin angewandt. 
Abderhalden und Schmidt' bezeichnen das Ninhydrin als. vorziigliches 
Reagens auf die Reinheit der Diketopiperazine. Die Reaktion blieb trotz 
des Auswaschens des Glycinanhydrids positiv, \zeigte also noch Verun- 
reinigungen mit Glycylglycin an. Es wurde trotzdem nunmehr der elektro- 
metrischen Titration unterworfen. 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 72, 37 bis 42. 
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Elektrometrische Titration. 


0,1140 g Substanz = 1 Millimol wurden in 15 ccm destillierten Wassers 
gelést und titriert und mit gemessenen Mengen n/10 HCl versetzt. 





Zugegebene Menge 
n/10 HCl PH 


ccm com n/10 com n/10 


t 2 


0 6,89 0 — 0 
0.20 4.77 — 0,20 — 0,02 
0,50 3,69 — 0,50 — 0,04 0,046 
1.00 3,00 — 1,00 — 0,22 0,078 
2,00 2.41 — 2,00 — 0,90 — 0,11 
3.00 2.16 — 3,00 — 1,70 — 0,18 
4.00 201 — 4.00 2.50 O15 


ou 


Zu derselben Probe wurden dann gemessene Mengen n/10 NaOH 
gegeben. 





Zugegebene Menge Zugegebene Menge 
n/l0 NaOH Pu n/10 NaOH 


com com 


Pu 


4.0 7,66 5,0 10,28 
4.2 8,18 Nach langerem | 5,0 9.93 
4.5 8,57 Stehen | 5,0 9,56 


Die aus der Tabelle zu zeichnende Kurve zeigt denselben Verlauf, den 
eine mit 15°, Glycylglycin verunreinigte, kein Bindevermégen aufweisende 
Substanz haben muB. Dieses Ergebnis stimmt mit dem positiven Ausfall 
der Ninhydrinreaktion iiberein. Bei Stufe 10,28 sinkt nach einiger Zeit 
das Potential wie aus der Tabelle ersichtlich. Diese Erscheinung muB als 
Aufspaltung des Anhydrids zu Glycylglycin gedeutet werden. 


Um die bei Stufe 10,28 schon nach 10 Minuten merkliche Aufspaltung 
zu vermeiden, wurde der nachste Versuch statt in der Tauchelektrode, die 
durchschnittlich 15 Minuten bis zur konstanten Einstellung braucht, in 
der Birnelektrode angesetzt, die schon nach 2 Minuten eine Ablesung 
gestattet. Es wurde so vorgegangen, da8 vor und nach Zusatz bestimmter 
Mengen Anhydrid das Potential einer NaOH bzw. HCl bekannter Normalitat 
gemessen wurde. Aus einer Anderung des Potentials wiirde sich das Binde- 
vermégen der Substanz errechnen lassen. 


Potential der geséttigten Kalomelelektrode gegen Standardacetat- 
lésung 516,0 Millivolt. Temperatur 20°. 





Meseung ciner 02138 NaOH | Mevsune einer 02isn, NeOU nach Zusate vom 005 


Abgelesene 


Abgelesene 
Millivolt Pu Millivolt Pu 


1014,5 13,213 1010.9 
1014.3 nach 1 Min. 1019.8 
1014,0 2; oe 1009.8 
1014.5 » 24 Std. 982.0 
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Das Glycinanhydrid zeigt kein Bindevermégen. Der geringe 
tiickgang des Potentials ist auf die Verunreinigung mit Glycylglycin 
zuriickzufiihren. Nach 24 Stunden ist das Potential stark gesunken, 
d. h. es ist mehr NaOH gebunden. Diese Erscheinung ist auf die Auf- 
spaltung des Glycinanhydrids zu Glycylglycin zuriickzufiihren. Der 
analoge Versuch wurde mit Salzsaéure vorgenommen. 





Messung einer 0,26n HC! nach Zusatz von 0,043 


v 5 > : 
lessung einer 0.26n HCl Glycinanhydrid auf 1,3 com Saure 


Abgelesene . Abygelesene ) 
Millivolt Pu Millivolt Pu 


293.3 nach 2 Min. 291,3 
293,3 os =: 291.6 
hae 292.0 
»o @ » 292,0 0,78 

Das Potential wird um 1,3 Millivolt nach der sauren Seite ver- 
schoben. Bei Bindevermégen des Anhydrids hatten wir eine Ver- 
schiebung des Potentials nach der entgegengesetzten Seite zu erwarten 
Das Anhydrid zeigt kein Bindevermégen Die Verschiebung des 
Potentials nach der sauren Seite kann nur als Versuchsunstimmigkeit 
gewertet werden. Innerhalb der Stufen 0.8 bis 13,13 zeigt sich kein 
Bindevermégen des Glycinanhydrids. 

Alaninanhydrid: C,H, ,QO,N, (Molekulargewicht 142.1). 

Die Ninhydrinreaktion bleibt negativ, das angewandte Praparat 
ist also nicht mit Alanylalanin verunreinigt. 


Potential der gesaéttigten Kalomelelektrode gegen Standardacetat- 
losung 516.0. Temperatur 20°. 





: Messung einer 0,.203n NaOH nach Zusatz von 6,06 ¢ 
g » - ‘ 
Messung einer 0,203n NeOH Alaninanhydrid aut 1,3 ccm Lauge 


Abgelesene Abgelesene > 
Millivolt Pu Millivolt Pu 


1. 1010.5 nach 2 Min. 1007.7 13,10 
1010,7 » 1 Std. 1001,0 12.98 
nach langerer Zeit erfolgt weiterer Abfall des 
Potentials 
0,062 q Alaninanhydrid 
2. 1011.5 13,16 nach 2 Min. 1010.0 13 
1011.5 — 1098.5 13, 


5.14 
1 


l 
l 

Die sofort anschlieBend vorgenommene Formoltitration in dieser 
Léosung zeigt keineén meBbaren Verbrauch an Natronlauge. 





Messung einer 0,26n HCI nach Zusatz von 0.0334 
Alaninanhydrid auf 1,3 ccm Saure 
Abgelesene Abgelesene 
Millivolt PH Millivolt Pu 


Messung einer 0.260 HC! 


289,0 0,73 287.5 0,70 
Biochemische Zeitschrift Band 199. 97 


<f 
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Wir beobachten im sauren Gebiet dieselbe Erscheinung wie beim 
Glycinanhydrid. Das Potential geht auf Zusatz der Substanz um 
1.5 Millivolt herab. In alkalischer Liésung zeigt sich nach 1 Stunde 
die beginnende Aufspaltung zu Alanylalanin. Bindevermégen ist 
innerhalb des py-Intervalls 0,8 bis 13,1 nicht zu beobachten. 


Untersuchungen der zweiten basischen Gruppe des Asparagins 
nach dieser Methode zeigten, daf dieselbe innerhalb des gleichen Meb- 
bereichs auch kein Bindevermégen aufweist. 

Fiir die Auswertung der spiter aufgestellten Kurven kommen 
nur Substanzen in Betracht, die innerhalb der Stufen 2 bis 12 Binde- 
vermégen zeigen. Eventuell bei der Hydrolyse auftretende Anhydride 
werden dabei also als solche nicht erfabt. 


Il. Titrationskurven verschiedener Eiwei8arten im stabileren Zwischen- 
stadium der Hydrolyse. 


1. Die angewandten EiweiBarten. 


Fiir die im folgenden zu beschreibenden Untersuchungen wahiten 
wir hauptsachlich nahrungsmittelchemisch interessierende Typen von 
EiweiBkérpern aus. Wir stellten sie nach relativ einfachen, auch fiir 
eine unter Umstinden in Frage kommende Anwendung geeigneten 
Verfahren her. 


1. Gelatine: Das kaéufliche Produkt wurde direkt verwandt. 

2. Casein: Casein wurde nach dem von Hammarsten' angegebenen 
Verfahren aus Magermilch hergestellt. 

3. EiereiweiB8: Hergestellt durch Filtration des WeiBen aus dem 
Hiihnerei”. 

4. und 5. Gliadin und Glutenin wurden aus Weizenmeh! nach der von 
Tillmans und Alt* angewandten und beschriebenen Methode hergestellt. 

6. Globulin (Phaseolin) wurde ebenfalls nach der von Tillmans und 
Alt® angewandten Methode aus Bohnenmehl gewonnen. 

7. und 8. Rinder- und PferdeeiweiB:- Von den EiweiBkérpern des 
Fleisches ist bisher besonders das Myosin untersucht worden. Die Angaben 
iiber Natur und Darstellung desselben sind sehr verschieden. Naheres 
hieriiber ist bei Hammarsten* zu finden. Es wurden Versuche angestellt, 
ob wir durch Ausziehen von Fleisch mit Neutralsalzlésungen zu EiweiB- 
lésungen gelangten, die fiir unsere Zwecke geeignet schienen. Fein ge- 
hacktes Fleisch wurde 24 Stunden in destilliertem Wasser unter haufigem 
Erneuern desselben gewissert. Nach dieser Zeit war anzunehmen, da 
samtliches Albumin wu:.d der Bluttarbstoff entfernt war. Das Fleisch zeigte 


1 Lehrb. d. physiol. Chem. 8. 516, Miinchen, Verlag von J. F. Berg- 
mann, 1922. 

2 Tillmans und Hirsch, a. a. O. 

8 Diese Zeitschr. 164, 154, 155, 1925. 

* A.a.Q. 8. 445. 
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eine fast weiBe Farbe. Es wurde im Mérser mit Bimsteinpulver fein zer- 
rieben und versucht Ausziige mit verschiedenen Neutralsalzlésungen zu 
machen. Auf diese Weise wurde nur ein geringer Teil des EiweiBes in Lésung 
gebracht. Die erhaltenen Lésungen waren daher fiir unsere Zwecke schlecht 
geeignet. Im folgenden wurden die Fleischausziige stets mit n/20 NaOH 
hergestellt, das EiweiB durch Ansféuern und Zusatz von Kochsalz aus- 
gefallt und gewaschen. Das auf diese Art erhaltene Eiweif kann nicht mit 
dem Namen Myosin bezeichnet werden; da aber im folgenden immer unter 
genau gleich gehaltenen Bedingungen gearbeitet wurde, ist es stets dieselbe 
EiweiBfraktion des in Anwendung gekommenen Fleisches. 


2. Vorbehandlung der Hydrolysenlésungen. 


Bei den Vorversuchen zur Ermittlung giinstiger Arbeitsbedingungen 
kam es nur darauf an, vergleichende $-Werte fiir verschieden behandelte 
Hydrolysenlésungen zu gewinnen. Zu diesem Zwecke wurden die Lésungen 
mit Hilfe von Thymolblau von Stufe 2,3 auf Stufe 8,35 titriert. Die An- 
wendung von Thymolblau bietet den Vorteil, da8 man mit einem Indikator 
zwei py-Stufen fixieren kann, da der Umschlag des Thymolblaus sowohl 
bei Stufe 2,3 als auch bei Stufe 8,35 mit geniigender Deutlichkeit wahr- 
nehmbar ist. Um die gelbe Eigenfarbe der Hydrolysenprodukte auszu- 
schalten, wurde nach dem Walpoleschen Prinzip unter Vorschaltung der 
Hydrolysenlésung vor die Vergleichslésung titriert. Da die Hydrolysen- 
lésungen nach der Neutralisation stets salzhaltig waren, wurden die Ver- 
gleichspufferlésungen mit einer entsprechenden Menge Natriumchlorid 
versetzt, um den Salzfehler des Indikators auszuschalten. 


Derartige Stufentitrationen wurden zuniéchst an Produkten aus- 


gefiihrt, die durch Behandlung von EiweiBkérpern mit n/2 Natronlauge 


bei 100° erhalten worden waren. Die bei der Hydrolyse mit Natronlauge 
gemachten Erfahrungen iiber den EinfluB der Kieselséure und Kohlenséure 
wurden von vornherein beriicksichtigt. Um den EinfluB8 der Kieselséiure 
auszuschalten, wurde die Hydrolyse in eisernen Erlenmeyerkolben aus- 
gefiihrt. Zur Vertreibung der Kohlenséure wurden die hydrolysierten 
Lésungen mittels starker Salzsiure auf py = 2,3 eingestellt und gekocht. 
Bei dieser sauren Kochung wurden unterschiedliche Mengen unldéslicher 
Stoffe abgeschieden und abfiltriert. Hieraus erklart sich der verschiedene 
Stickstoffgehalt der einzelnen Proben. Die angegebenen Werte sind aus 
je drei Titrationen gemittelt. 

Bei Parallelversuchen ergab sich, daB die 9-Werte keine gute Uber- 
einstimmung aufwiesen. Die Frage nach der Entstehung dieser Abweichungen 
fiihrte dazu, den EinfluB der Wasserstoffstufe und der Kochdauer bei der 
Auskochung der Kohlenséure auf die 9-Werte zu studieren. Zu diesem 
Zwecke wurde Gelatine 4 Stunden in n/2 NaOH hydrolysiert und ver- 
schieden lange bei py = 2,3 gekocht. 

Bei Versuch I war nebenher die Menge des gebildeten Ammoniaks 
bestimmt worden. Sie ergab sich bei einer Konzentration von 1,9 Millimol N 
in 10cem Lésung zu 0,013 Millimol NH, in 10 cem Lésung. 

Die Ammoniakmenge war demnach so gering, daB ein Einflu8 kaum 
zu befiirchten war. Trotzdem wurde das Ammoniak bei den alkalischen 
Hydrolysen stets durch Luftdurchblasen nach beendeter Hydrolyse voll- 
standig entfernt. 
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Millimol N 
in 100 com Lésung 


Versuch I. 
Lésung 1, 30 Sek. bei py = 2,3 gekocht .. . 0,657 
2, 30 2,3 , eee 0,667 
eee ss 2,3 “ or 0,625 


=: ” - -; 


Versuch II. 


3 gekocht .. . 0,645 
3 ' 


Losung 1, 1 Min. bei py 
9 0,620 


2, 
: Sy, 


oO . a _ 


Versuch III. 
Losung 1, CO, im Vakuum entfernt (bei Zimmer- 
ae ee ae ee oe 0,659 
Lésung 2, 1 Min. bei py 2.3 gekocht ... 0,655 
a = 3 ares 0,652 
» 9 0,639 
0,614 
0,604 


0.565 


ad 


“ ” 


boo po pw 
to Go Go 


” . 


th 
We oo 


Versuch IV. 
Lésung 20 Std. bei py = 2,38 gekocht. . .. . 0,537 


Aus den angegebenen Versuchen kénnen bereits vergleichbare Werte 
zusammengestellt werden, die ein Bild tiber die Reproduzierbarkeit der 
#-Werte geben. Die Versuche an der Gelatine sind mit vier verschiedenen 
Hydrolyselésungen ausgefiihrt. Ein Vergleich der 10 bzw. 1 Minute bei 
Pu = 2,3 aufgekochten Proben und der dabei erhaltenen 3-Werte zeigt 
befriedigende Ubereinstimmung. Der Einflu® einer langeren oder kiirzeren 
Kochdauer im sauren Gebiet ist durch diese Versuche bewiesen. Bei allen 
weiteren Versuchen wurde daher die Kohlenséure bei Stufe 2,3 bei Zimmer- 
temperatur durch Evakuieren entfernt. 

Die Beobachtung des Riickgangs der #-Werte durch Einwirkung 
von Saéure machte schon Mohr! an Gliadin. Holl* zeigte jedoch, 
daB die Ergebnisse von Mohr auf Fehlerquellen zuriickgefiihrt werden 
kénnen. Mohr hat bei seinen Versuchen den EinfluB der Kieselsdure 
und Kohlensaure nicht beriicksichtigt.. Hier sind diese Fehler von 
vornherein durch Anwendung eiserner GefaBe und Auskochen der 
Kohlensaure beseitigt worden. Es tritt trotzdem ein Riickgang der 
#-Werte auf. Auf die Deutung, dieses interessanten Befundes kommen 
wir spater zuriick. 

AuBer Hydrolysen mit n/2 NaOH wurden auch solche mit n/2 HC! 
ausgefiihrt. Statt eiserner GefaBe wurden GefaéBe aus Jenaer Glas verwandt. 
Kohlenséure brauchte hier nicht beriicksichtigt zu werden. Die Lésungen 


wurden nach der Hydrolyse durch Zusatz konzentrierter Lauge auf py = 2.: 
gebracht, um den richtigen Ausgangspunkt fiir die Titrationen zu haben. 


Da NH, wiéhrend der Hydrolyse nicht teilweise entweichen konnte, sondern 


1 Diss. Frankfurt a. M. 1924. 
2 Ebendaselbst 1925. 
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quantitativ in der Lésung blieb, wurde es nicht entfernt. Sein m-Wert ist 
von derselben GréSenordnung wie der fiir die saure Gruppe der Amino- 
siuren. Es ist daher bei der spaéteren Auswertung der Kurven mit diesen 
zusammen ermittelt. 

Bei der sauren Kochung war zu beobachten, da in den Anfangsstadien 
der Hydrolyse das EiweiB zum Teil ungelést im ReaktionsgefaB abgeschieden 
war. Es ist méglich, daB das EiweiB sich hierbei einmal mehr, das andere 
Mal weniger fest zusammenballte und so dem Angriff der Séure einmal 
mehr, einmal weniger Widerstand bot. Diese Unterschiede sind durch 
langere Hydrolyse méglichst ausgeschaltet. 


Versuche iiber die Einstellung des stabileren Zwischenstadiums 


der Hydrolyse zeigten, daB8 im allgemeinen kein so ausgesprochener 
Stillstand der Aufspaltung eintritt, wie dies fiir das Eialbumin beob- 
achtet worden war'. Stets tritt jedoch nach einer gewissen Zeit eine 
derartige Verzégerung der Hydrolyse ein, daB bei der Wahl des dann 
erreichten Hydrolysenstadiums eine ausreichende Gewahr fiir die 


Reproduzierbarkeit desselben gewahrleistet ist. In alkalischer Losung 
wird die Reaktionsgeschwindigkeit nach 4 Stunden, in saurer nach 
24 Stunden so langsam, daf wir dieses Stadium zur Aufnahme der 
spiter ausgefiihrten Kurven wahlten. 


3. Kurven der Produkte alkalischer H ydrolyse. 


Zur Aufnahme der 3-Kurven wurden in den Lésungen im folgenden 
stets nach Zusatz bestimmter Mengen n/10 Natronlauge bzw. Salzséure 
elektrometrische py-Messungen ausgefiihrt. 20cem Lésung werden in die 
Tauchelektrode gebracht und pq gemessen, aus einer Biurette, die eine 
schétzungsweise Ablesung bis zu 0,01 cem erlaubte, verschiedene Mengen 
n/10 Lauge zugegeben und nach jeweiliger Zugabe py bei der Temperatur 20° 
abgelesen. s wurde nach der in der Einleitung angegebenen Forme! berechnet. 

Es seien zunéchst ausfiihrlich zwei Versuche an hydrolysierter Gelatine 
wiedergegeben, die ein Bild von der Reproduzierbarkeit der erhaltenen 
*-Kurven liefern. 

Versuch 1. 


Vierstiindige Hydrolyse von Gelatine in n/2 NaOH. 10ccm Lésung mit 
2,39 Millimol N werden mit 10cem Wasser versetzt und titriert. 





Zugegebene Menge 
n/10 Lauge Pa 
com com n/10 


es 


0 2.10 - 13, 2,15 0,492 
2.00 2.33 - — 140 0,440 
5,00 2,72 . - 0.65 0,345 
10,00 3,60 . — 010 0,159 
15,00 7,56 ' - 0,046 
20,05 9,21 4 0,257 
95.00 10.16 i 0.465 


1 Tillmans und Hirsch, a.a.O. 8S. 226. 
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Die durch Tiipfeln eingestellte Anfangsstufe war nach der elektro- 
metrischen Messung 2,1 statt 2.3. ¢ wurde, wie in friiheren analogen 
Fallen, so berechnet, daB die Kurve durch pg = 7,0 lauft. 


Versuch 2. 
Neue Hydrolysenlésung. 


a) 10cem Hydrolysenlésung mit 2,295 Millimol N wurden in der Tauch- 
elektrode mit 2ccm n/2 NaOH versetzt. 





Zugegebene Menge t 
n/10 Lauge Pu - 
ccm com 0/10 com n/10 


0 3,64 3.8 0,03 0,165 
2,00 4,36 1.8 —_ — 0.079 
3,80 6,99 — 0 
6,00 8,23 0.096 
8.00 8,83 0,188 

12,00 9.69 0,362 

14,00 10.07 0.450 


> PRIS 
iO fo DO DO 


-_ 


b) 7cem der gleichen Lésung mit 1,67 Millimol N wurden in der Tauch- 
elektrode mit 5cem n/2 NaOH versetzt und titriert. 





Zugegebene Menge P 
n/10 Saure Pu 
com com n/10 


0 12,52 15,27 0,625 
2.00 12,10 13,27 2,6 0,660 
4,00 11,59 11,27 WE 0,627 
6,00 10,73 9,27 0.550 
8.00 10.00 7.27 0,435 
10,00 9,49 0,315 
12,00 8,85 0,195 
14,00 8.01 0,075 
15,15 7,15 2 0,907 
15,35 6,89 — 0,08 - -—— 0,005 
15,45 6,73 — 018 — 0.011 
16,00 5,41 0.73 0,044 
16,60 4,66 — 1,33 — 0,079 


bo bo bo 
~I-) 


Dr goo 


~) 


, Der der theoretischen Berechnung der freien Saiure anhaftende 
Fehler ist dem Volumen der Lésung proportional. Um das Volumen 
bei pu = 12 méglichst klein zu halten, wurde daher bei der letzten 
Titration im Unterschied zu den bisherigen mit n/10 HCl ins saure 
Gebiet titriert. Zur Bestimmung der Werte in der Gegend von py = 2 
wurde in den ersten zwei Tabellen von dort ausgehend mit Lauge titriert 

Wie man aus der graphischen Darstellung (Abb. 1) sieht, ordnen 
sich die Punkte der beiden Versuche gut zu einer Kurve. Hieraus ist 
ersichtlich, daB tatsachlich eine wohldefinierte und gut reproduzierbare 
Kurve vorliegt. Die Streuung betragt etwa 0,03 in @. 
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Die Kurven der iibrigen EiweiBarten wurden auf gleiche Weise 
gewonnen. Wir geben jedoch von jetzt an nur mehr die fiir die ver- 
schiedenen py-Stufen gefundenen @-Werte an. Es wurden jeweils 


x 
a7 








wi} 


-qt_| | ae 


Abb. 1 
%-Kurve der Gelatine nach vierstiindiger Hydrolyse in n/2 NaOH 
© Werte aus Versuch 1. + Werte aus Versuch 2a und b. 


verschiedene Titrationen an der gleichen Hydrolysenlésung ausgefiihrt 
Die einzelnen Titrationen sind mit rémischen Zahlen bezeichnet. 


Casein. 





Pu 


0,437 12,40 0,330 2.21  —0,395 0,400 
0,400 12,14 0,323 3,00  —0,327 0,002 
0,304 11,55 0,323 482  --0,097 0,065 
0,190 10,30 0,248 7,68 0,036 
0,069 9.06 0,129 9,87 0,205 
0,052 7.96 0,050 10,45 0,260 
0,233 7,18 0,008 11,31 0,314 
0,245 6,92 —0,003 11,97 0,300 
5.18 —0,080 
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Albumin. 





Il 
PH 
3,24 — 0,278 0.354 
4.13 — 0,164 0.240 
6.32 — 0,027 0,053 
7.00 0 0,124 
9,19 0,152 
11,26 0,354 
11.85 0,354 


a” ’ 


Von Rindfleisch wurden zwei verschiedene Proben untersucht. 


Rindfleischeiwei8 (Probe 1). 





II 


, Pa 


0,388 11,74 0,379 
0,047 10,38 0,295 
0,188 9,01 0,130 
0,370 7,32 0,012 
5.70 —0.050 
427 —0.165 
3.33 — 0,239 


2,41 — 0,373 
3,05 - 0.317 
4,24 — 0,153 
5.70 0,035 
6,18 - 0,023 
6.96 0 


mt bet CO I C9 
des 
th 


ms ee 
pon bd 
c= 0S 


RindfleischeiweiB (Probe 2). 





— 0,344 0,480 
0,340 0,417 

— 0,179 0,316 
0,020 0,115 
0,222 


PferdefleischeiweiB. 





Il 





— 0,370 
— 0,355 
0,220 
0,066 
0,036 
0,137 
0,340 
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Globulin (aus Bohnenmeh|). 


421 














I 1 
Pu ; Pu sd 
1.86 — 0,500 8.98 0.150 
2.68 - 0,470 9.71 0,270 
8,52 0,325 10.41 0.380 
4.58 0,152 11,16 0,455 
6.36 ~ 0,030 11,56 0,499 
7,67 0,030 11.79 0,490 
Gliadin (aus Weizenmeh)). 
I I] 
Pu , Pa ’ 
2,16 — 0,415 8.82 0.133 
2.62 — 0,400 9,33 0,224 
3,21 — 0,344 9,97 0,345 
3,79 — 0,260 11.02 0.435 
4,32 — 0,170 11,62 0,448 
4,75 - 0,110 11,85 0,440 
5,46 0,048 
7.30 0.012 
8.30 0,074 
Glutenin (aus Weizenmeh)). 
I Il 
Pu ° Pu ° 
2.26 — 0,440 8.71 0,121 
2,71 — 0,440 9.44 0,212 
3,39 — 0,345 10,58 0,340 
3,77 — 0,299 11.48 0,380 
4,65 0,137 11,81 0,370 
5.43 - 0,060 
7,35 0,015 
4. Kurven saurer Hydrolysenprodukte. 
Gelatine. 
I Il Il IV 
Pu ‘ Pu a Pu F Pu sd 
1,90 — 0,524 1,93 — 0,524 11,60 0,578 9,28 0,264 
2,26 — 0,455 2,69 — 0,368 10,72 0,515 8,16 0,096 
2.59 0,366 8,12 — 0,268 10,12 0,433 6,28 0,016 
8.69 — 0.160 9.30 0,264 4.55 0.060 
5.06 — 0,050 8.39 0,124 3,43 0,180 
7,23 0,005 2.90 — 0,276 
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Casein. 
I Il 
Pu 9 Pu , 
1,94 — 0,535 5,67 — 0,038 
911 0,510 7.30 0,007 
2,52 — 0,450 8,20 0,950 
2.95 — 0,374 8.83 0,095 
3,40 — 0,290 9,32 0,140 
3,78 0,230 9,75 0.180 
4,27 0,160 10,24 0,225 
11,29 0.270 
11,75 0,290 
Albumin. 
I Il 
PH , Pu 9 
2,78 — 0,415 2.48 0,450 
3,85 — 0,222 3.43 — 0,284 
7,54 0,040 3,78 0,224 
8,68 0,176 4,23 0,163 
9,43 0,310 4,92 0,095 
10,05 0,445 6,74 0,027 
10,82 0,535 7,10 0 
7,55 0.041 
8,67 0,110 
RindfleischeiweiS. 
Il Il 
Pu 7 PH a PH ’ 
1,67 — 0,504 11,53 0,565 3,72 0,206 
2,03 — 0,496 10,19 0,487 4,32 — 0,122 
2.64 — 0,400 9,42 0,305 6,06 — 0,349 
3,31 — (),280 8,32 0.139 6,72 — 0,017 
4,32 — 0,122 7,52 0,052 7,08 0,004 
7,62 0,052 7,42 0,035 7,30 0,022 
9.14 0,226 7,16 0,009 
9,97 0,400 
PferdefleischeiweiB. 
Pu 9 PH a 
2,18 — 0,450 8,49 0,145 
2.67 — 0,390 9,00 0,220 
3,30 — 0,280 9,37 0,290 
4.16 — 0,145 10,10 0,430 
5,04 — 0,075 11,39 0,560 
7.01 0 11,85 0,570 
7,84 0,075 











Or ea tee 
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Globulin (aus Bohnenmehl). 





I iT] Ti 

PH 7 Pu , Pu 4 
591 — 0,065 3,09 - 0,450 3,04 0,450 
7,25 0,016 3,74 0,300 2.51 0.570 
8,02 0,100 4.42 - 0,182 2.14 0,641 
8.60 0,183 6,16 — 0,063 1,88 0,654 
9,02 0,266 
9,37 0,347 

10,05 0,502 

10,94 0,653 

11,50 0.705 

11,77 0,750 


Gliadin (aus Weizenmeh|). 








PH 9 Pu ’ 
2,33 — 0,480 8,36 0,115 
2,79 — 0,415 8,96 0,233 
3,32 — 0,312 9,41 0,350 
3,78 — 0,231 9,83 0,465 
4,29 — 0,145 10,69 0,595 
5,30 0,058 11,39 0,643 
6,27 — 0,030 11,66 0,670 
6,98 0 11,89 0,660 
7,44 0,030 12.02 0,650 


Glutenin (aus Weizenmehl). 











I Il 

Pu y PH 9 
2,50 — 0411 11,89 0,570 
3,66 — 0,235 10,42 0.500 
5,29 — 0,071 9,46 0,325 
7,46 0,017 7,78 0,059 
8.41 0,102 7.54 0,028 
8,89 0,193 6,55 — 0,030 
9,61 0,360 * 2,50 — 0,430 
10,51 0,515 

11,52 0,582 
11,83 0.610 


Ill. Auswertung der Kurven. 
Die aus den Tabellen zu zeichnenden Kurven lassen Schliisse zu 
iiber die Zusammensetzung der Hydrolysenmischungen'. Die Kurven 
von Gemischen setzen sich additiv aus den Kurven der einzelnen 


1 H.S. Simms und P. A. Levene, Journ. of biol. chem. 70, 319, 327, 
1926, geben ein dem im folgenden beschriebenen Ahnliches Verfahren zur 
Interpretation der Titrationskurven von komplizierten Substanzen an, 
deren Siéure- und Basenkonstanten unbekannt sind, und verwenden dieses 
Verfahren zur Strukturbestimmung von Nucleinséure. 
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Bestandteile zusammen. Wir gehen von der Voraussetzung aus, dab 
die im Hydrolysengemisch enthaltenen Kérper zum gréBten Teile 
Peptide, Aminosiuren und nach saurer Hydrolyse auch NH, sind 
Die Konstanten der hauptsachlich in Frage kommenden Aminosauren! 
liegen nahe beieinander. Wir nehmen fiir die sauren Gruppen als Mittel 
fiir m den Wert 9,8 an, fiir die basischen den Wert 2,2. Asparaginsiiure 
und Glutaminsaure haben noch je eine saure Gruppe mit dem m-Wert 
3.7 bzw. 4,1. Die gemittelten Werte der im ersten Kapitel bestimmten 
Peptidkonstanten liegen bei m = 3,2 bzw. 8,2. 

Die Kurve einer stickstoffhaltigen Substanz, die weder saure noch 
basische Gruppen enthalt, wiirde sich mit der x-Achse decken. Entfernt 
sich die Kurve von der x2-Achse, so deutet dies auf die Anwesenheit 
von sauren bzw. basischen Gruppen hin. Uber die Frage, wieviel von 
einer bestimmten sauren oder basischen Gruppe mit bestimmtem 
m-Wert in der untersuchten Substanz oder Liésung vorhanden ist. 
gibt die Steigung der Kurve AufschluB, und zwar besonders die Steigung 
an der Stelle py = m. 

Wir haben die @-Werte bei EiweiBkérpern auf 1 Mol Stickstoff 
bezogen, @ gibt uns also Mole gebundene Titersubstanz pro Mol N an. 
Betrachten wir als ersten Fall die @-Kurve einer einbasischen Saure, 
die ein Stickstoffatom im Molekiil enthalt. Wir haben dann die iibliche 
von # = 0 bis # 1 verlaufende Kurve. Wir sehen, daB das mittlere 
Stiick der Kurve von #@ = 0,2 bis @ = 0,8 fast geradlinig ein py-Intervall 
von 1,2 durchlauft. Wahlen wir beispielsweise den MaBstab so, dab 
0.1 in @ gleich 1 em und eine Einheit in py gleich 2 cm ist, so entspricht 
einer Anderung von 2.4cm in Richtung der pg-Achse eine Anderung 
von 6 cm in Richtung der #-Achse. Der Tangens des Steigungswinkels 
dieses mittleren Stiickes, insbesondere also im Mittelpunkt der Kurve, 
ist demnach annahernd 6/2,4 = 2.5. 

Betrachten wir als zweites Beispiel den Fall eines Dipeptids. Hier 
ist auf je zwei Atome Stickstoff nur eine saure Gruppe vorhanden. 
@ erreicht als Maximum den Wert 0.5. Zeichnen wir die Kurve in dem- 
selben MaBstab wie vorher, so verliuft das mittlere Stiick von # = 0,1 
bis @ = 0,4 wieder geradlinig iiber ein py-Intervall von 1,2. Der Tangens 
im Mittelpunkt der Kurve ist also 3/2.4 = 1,25. Dasselbe ergibt sich 
in Mischungen, die auf je 1 Atom Stickstoff ein halbes Molekil einer 
wirksamen einbasischen Saure enthalten. Wir sagen in diesem Falle: 
Es sind 50°, der betreffenden einbasischen Saure bezogen auf Mole N 
in der Mischung vorhanden. Es wird so der Gehalt der Mischungen 
an Aquivalenten wirksamer saurer und basischer Gruppen pro Aquivalent 
Stickstoff angegeben. 


1 Hirsch, a.a.QO., zweites Zitat, S. 466. 
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Zur Auswertung des ,.alkalischen Astes* der an den Hydrolysen- 
gemischen gewonnenen Kurven rechneten wir, wie bereits oben erwahnt, 
mit der Gegenwart von Aminosiure mit dem Wert m= 9.8 und von 
Peptid mit dem Wert m= 8,2. Legen wir weiterhin den gleichen 
MaBstab wie oben zugrunde, und messen wir wieder die Steigung 
der Kurve durch ihre Tangente, so ergibt sich folgendes: 
100°, einer Substanz mit dem m-Wert 9,8 bewirken bei py = ¥. 
eine Steigung von 2,5, bei pa = 8,2 eine Steigung von 0,3. 
100°, einer Substanz mit dem m-Wert 8,2 bewirken bei pq = 8. 


eine Steigung von 2,5, bei pa = 9,8 eine Steigung von 0,3. 


x 


te 


Die Tangenten der experimentell gefundenen Kurven bei Stufe 8.2 
bzw. 9.8 wurden so bestimmt, daB eine Gerade durch die Punkte 7,7 
bis 8,7 bzw. 9,3 bis 10,3 gelegt und deren Tangens abgelesen wurde. 
Mit etwas Augenma®8 ist leicht ersichtlich, ob der so erhaltene Wert 
noch etwa korrigiert werden muB. 

Wir kénnen nun folgenden Ansatz aufstellen. Es sei der aus der 
experimentell gefundenen Kurve abgelesene Tangens bei py = 8,2 a, 
bei pu = 9,8 6. x sei der Aquivalentprozentgehalt der Substanz mit 
m = 9,8; y sei der Aquivalentprozentgehalt der Substanz mit m= 8.2. 

Es ist dann: r y 


a= 0.3 + ot 


— " ° 9 5 
100 


=, 


= —.954 5 .93. 
100 100 

Aus diesen Gleichungen berechnen wir x und y 

Fiir die mittels des obigen Verfahrens errechneten Prozentgehalte 
wurde die theoretische @-Kurve gezeichnet und von der experimentell 
gefundenen Kurve abgezogeu. Der Verlauf der auf diese Art erhaltenen 
Restkurve zeigt, wie weit die Voraussetzungen richtig waren. Fiir den 
alkalischen Ast der Kurve ist die Auswertung befriedigend. Es sind 
einige ganz geringfiigige Restbetrige an azidimetrisch wirksamer 
Substanz mit anderen Konstanten geblieben. Buckel nach oben deuten 
an, da die m-Werte der experimentellen Kurven im Mittel kleiner 
sind als die der theoretischen Kurve zugrunde gelegten Mittelwerte. 
Buckel nach unten sagen das Gegenteil. Bei den alkalischen Hydro- 
lysenprodukten war N H, entfernt. Bei den sauren Hydrolysenprodukten 
haben wir mit Gegenwart von NH, zu rechnen. Sein m-Wert ist 9,2. 
Wir wiirden seine Gegenwart also durch einen Buckel nach oben bei 
Stufe 9.2 erkennen. Aus den Restkurven ist ersichtlich, dab NH, 
auBer bei Gliadin und Glutenin in erheblichen Mengen nicht gebildet 
sein kann. 

Der fiir die errechneten Mengen an Peptid und Aminosaure kon- 


»») 


struierte Kurvenzug fiir die sauren Stufen (m= 3.2 und m 
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wurde von dem gefundenen ,,sauren Ast‘ der Kurve des Hydrolysen- 
gemisches subtrahiert. Noch bleibende Anstiege bei Stufe 3,9 kénnen 
wir als zweite saure Gruppe der Asparaginsaure und Glutaminsiure 
in Abzug bringen. Die dabei erhaltenen Restkurven zeigen alle einen An- 
stieg von Stufe 4 bis Stufe 7. Neben Milchsaure, die in einer Hydrolysen- 
mischung nachgewiesen wurde, kénnen daran noch andere organische 
Sauren beteiligt sein. Von Stufe 2 bis 3 oder 2 bis 3,5 zeigt uns der in 
diesem Intervall von links nach rechts abfallende Verlauf der Rest- 
kurven vielfach, dab zu viel abgezogen wurde, d. h. es ist weniger Amino- 
siure zugegen, als nach dem Verlauf des alkalischen Kurvenastes aus- 
gerechnet war. Wiirde hierauf Riicksicht genommen und weniger 
Aminosaure abgezogen, so wiirde im alkalischen Gebiet bei Stufe 9,8 
ein betrachtlicher Anstieg bestehen bleiben und auf Gegenwart einer 
Substanz mit der Konstanten gleicher GréBenordnung wie die der 
Aminosauren schlieBen lassen. Bei Gliadin und Glutenin nach saurer 
Hydrolyse kann das, was zwischen Stufe 2 und 3,5 zuviel abgezogen 
worden ist, zum Teil Ammoniak sein. Zu beriicksichtigen ist aber, 
daB die Hauptwirkung der basischen Konstanten der Aminosauren 
in einem Gebiet liegt, in dem schon mit Fehlern bei der Berechnung 
der freien Saure zu rechnen ist, wahrend die sauren Gruppen bei pg = 12 
austitriert sind. Es wurde daher mehr Wert auf die vollstandige Aus- 
wertung des alkalischen Kurvenastes gelegt. Nochmals sei also betont, 
daB die in der Tabelle angegebenen Zahlen fiir Aminosduren, Peptid 
und NH, Maximalzahlen sind und mit der Restkurve gemeinsam ge- 
wertet werden miissen. Zeigt die Restkurve bei Stufe 2 bis 3,5 stark 
negative Betrage, so ist die Zahl fiir die Aminosaéure in der Tabelle 
aller Wahrscheinlichkeit nach zu hoch. Auch kénnen die Werte fiir 
Asparaginsaure und Glutaminséiure zu hoch angegeben sein, wenn 
andere organische Saéuren, was oben schon vermutet wurde, mit Kon- 
stanten ahnlicher GréBenordnung zugegen sind. 


Zusammenstellung der gefundenen Maximalgehalte an Peptiden und 
Aminoséuren nach alkalischer Hydrolyse. 





Asparaginsaure 
Peptide Aminosauren | und 

Glutaminsaure 
A ee a Pe a ee 15 40 5 
Casein. P 12 15 15 
Albumin ie eae eee 13 22 10 
RindfleischeiweiB.. . . ...... 11 24 11 
PferdefleischeiweiB ........ 10 30 8 
EE re i. os 12 33 20 
Gliadin 10 35 12 
Glutenin . 15 22 18 
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Zusammenstellung der gefundenen Maximalgehalte an Peptiden und 
Aminoséuren nach saurer Hydrolyse. 





Asparagi 

Peptide ae my eo a? 

a Glutaminsaure 
Gelatine. . : ; ‘ 23 23 8 
cee. 6% a ; =—— a 10 16 16 
Albumin. ... = ait 20 37 5 
Rindfleischeiweib . . 20 35 5 
Pferdetleischeiweib . . . . — 20 35 10 
Globulin “. a a oe ° 22 46 15 
Gliadin . . . 5 ao ie 17 50 15 
Glutenin . 5 ae : 14 45 13 

x 
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Abb. 2a. Restkurven saurer Hydrolyseprodukte. 


Bei diesen aus dem alkalischen Ast der Kurven gewonnenen 
Maximalzahlen sieht man _ betrichtliche Unterschiede bei den ver- 
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schiedenen EiweiBkérpern auftreten. Man sieht auch, daB nicht der 
gesamte Stickstoff der Hydrolysengemische in Form von einfachen 
Monoaminosauren und einfachen Peptiden aus solchen vorliegt. Bei 
Anwesenheit von nur einfachen Monoaminosauren miibte namlich 
pro Atom Stickstoff je eine saure und eine basische Gruppe vorhanden 
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Abb. 2b. Restkurven alkalischer Hydrolyseprodukte 


sein. Bei Anwesenheit von nur Dipeptiden aus einfachen Monoamino- 
siuren miiBte auf je 2 Atome Stickstoff eine saure und eine basische 
Gruppe vorhanden sein. Um ein Bild dariiber zu erhalten, wieviel 
von je 100 Molen Stickstoff als einfache Aminosaiuren und einfache 
Dipeptide vorliegen, hatte man die in der Tabelle unter ,.Peptide’ 
angegebenen Zahlen zu verdoppeln und der fiir ,,Aminoséuren’ an- 
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gegebenen Zahl zuzuzihlen. Der unausgewertete Rest des Stickstoffs 
mu in anderer, ,,azidimetrisch unwirksamer Form vorliegen. 


Um den Umfang der Arbeit nicht zu sehr auszudehnen, fiigen 
wir nicht die eigentlichen, den Tabellen in Kapitel II entsprechenden 
#-Kurven, sondern nur die Restkurven bei, die nach der in diesem 
Abschnitt besprochenen Auswertung der @-Kurven verbleiben (Abb. 2). 


Zusammenfassung und SchluBfolgerungen. 


1. Es wurden die Spaltungskonstanten (scheinbare oder ,,redu- 
zierte Dissoziationskonstanten) verschiedener Di- und Tripeptide, 
sowie des Asparagins mittels elektrometrischer py-Messung bei 20° C 
bestimmt. Die erhaltenen Werte, sowohl fiir die sauren als auch fiir 
die basischen Konstanten, sind durchweg gréBer als die auf dem gleichen 
Wege erhaltenen Konstanten der einfachen Aminosiuren. Die ge- 
fundenen Konstanten der Tripeptide sind noch um ein wenig gréBer 
als die der Dipeptide. Es sei eine kurze Ubersicht ,der ungefaihren 
mittleren m-Werte fiir die sauren Gruppen dieser Kérper angegeben 


(fiir die sauren Gruppen ist m = — log k): 
fiir einfache Aminosféuren. . ....... . . 9,8m 
» die untersuchten Dipeptide ....... . 83m 
” %” Tripeptide ....... . 83m 


Ganz entsprechendes Verhalten zeigen die basischen Konstanten. 
Es ist also ein fortschreitendes Starkerwerden der sauren und basischen 
Gruppen bei der Verlangerung der Peptidketten zu erkennen. Dieses 
Anwachsen der Spaltungs- bzw. Dissoziationskonstanten steigt jedoch 
nicht ins Ungemessene. Bein) Ubergang von den einfachen Aminosiuren 
zu den Dipeptiden ist der Unterschied in der Sauren- und Basenstirke 
ziemlich erheblich. Beim Fortschreiten zu den Tripeptiden ist er nur 
noch geringfiigig, um bei weiterer Verlangerung des Molekiils ver- 
mutlich noch weiter abzunehmen. Auf diese Weise strebt die Starke 
der Peptidkonstanten bei VergréBerung des Molekiils wahrscheinlich 
sehr bald einem Grenzwert zu. 


Nach V. Bjerrum' sind die einfachen Aminosduren in wasseriger 
Lésung der Hauptsache nach als Zwitterionen vorhanden, ihre beob- 
achtete Wirkung als Sauren ist in Wirklichkeit die Zuriickdringung 
der Dissoziation der NH,-Gruppe durch Alkali und die beobachtete 
Wirkung als Basen ist in Wirklichkeit die Zuriickdrangung der Disso- 
ziation der COOH-Gruppe durch starke Sauren. Nach dieser Theorie 
ist die beobachtete verstirkende Wirkung der Molekiilverlangerung 
auf die saure und basische Wirksamkeit bei den Peptiden ebenfalls 


1 Zeitschr. f. physik. Chem. 104, 147, 1923. 
Biochemische Zeitschrift Band 199. OR 
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nur scheinbar und in Wirklichkeit eine Abschwaichung der Zwitter- 
ionendissoziation. Fiir unsere Zwecke, die analytischer Natur sind, 
haben wir nach wie vor mit den beobachteten scheinbaren Konstanten 
zu rechnen. 

2. Es wurde festgestellt, daB die einfachen Diketopiperazine auch 
in stark saurer und alkalischer Lésung kein Alkali bzw. keine Saure 
binden. Ebenso wurde festgestellt, dab das Asparagin auch in stark 
saurer Lésung nur eine basische Gruppe betatigt. Die Peptidbindung 
im Anhydridring iibt demnach innerhalb des MeBbereiches der elektro- 
metrischen py-Messung kein Saure- oder Alkalibindungsvermégen aus. 
Die CO— NH,-Gruppe des Asparagins zeigt innerhalb dieses Bereiches 
ebenfalls kein Saurebindungsvermégen. 

Im Hinblick auf die durch Alkalieinwirkung entstandenen #-Betrage 
in den mittleren Wasserstoffstufen ist an friiherer Stelle ausgesprochen 
worden, daB bei den Peptiden die Peptidbindung als solche nicht im- 
stande sei, Alkali oder Saure zu binden. Die zur Konstantenbestimmung 
ausgefiihrten Messungen bestitigen dies fiir den dabei benutzten 
pu-Bereich, namlich fiir die mittleren Wasserstoffstufen ungefahr von 
2 bis 9. Fiir die starker sauren und alkalischen Stufen miibte die azidi- 
metrische Unwirksamkeit der Peptidbindung erst noch durch Messungen 
von der Art nachgepriift werden, wie sie im vorhergehenden fiir die 
Anhydride und das Asparagin beschrieben worden sind. Es steht 
jedoch zu vermuten, daB die Peptidbindung in den Peptiden sich ebenso 
unwirksam wie die in den Anhydriden und wie die Amidgruppe im 
Asparagin verhalten. Auberdem spricht das Ergebnis der im letzten 
Abschnitt der Arbeit durchgefiihrten graphischen Auswertung des 
alkalischen Teiles der #-Kurven dafiir, daB die Peptidbindungen als 
solche sich nicht an dem Zustandekommen der Kurve bis herauf zu 
Stufe 11,5 beteiligt haben. 

3. Die einfachen Diketopiperazine sind fiir die Azidimetrie un- 
wirksam, da sie innerhalb der in Frage kommenden Wasserstoffstufen 
keine sauren und basischen Wirkungen aufweisen. Bei gleichzeitiger 
Anwesenheit von Diketopiperazinen und Peptiden werden also nur die 
Peptide azidimetrisch erfaBbt, die Diketopiperazine bewirken dabei 
lediglich eine Herabsetzung des auf 1 Millimol Stickstoff bezogenen 
Titerverbrauchs. 

Es ist dies eine Bekraftigung der Annahme, dab das geringe Alkali- 
und Saurebindungsvermégen der nativen Proteine auf das Vorhanden- 
sein von ringartigen Komplexen nach Art der Diketopiperazine zuriick- 
zufiihren ist, und daB durch die Aufspaltung dieser Ringe bei der 
Hydrolyse Peptide, und damit saure und basische Gruppen, gebildet 
werden. 














a EE BRN An 


net TS eee 











Hydrolysenprodukte von Proteinen. 431 


4. Die Eiweibhydrolyse mit Saure und besonders mit Lauge 
zerfallt in verschiedene Abschnitte, die mit sehr verschiedener Ge- 
schwindigkeit ablaufen. Der erste Angriff der Natronlauge erfolgt 
auBerordentlich leicht und rasch, wahrend die spiateren Stadien der 
Aufspaltung sehr viel langsamer vor sich gehen. Bei der Hydrolyse 
mit n/2 Natronlauge in der Siedehitze findet dementsprechend nach 
dem Ablauf der ersten Einwirkung eine starke Verzégerung der Reaktion 
statt. Dies findet seine sehr einfache Erklarung dadurch, daB die 
Bindungen im EiweiBmolekiil teils lockerer, teils fester sind. Die ein- 
fachen Diketopiperazine, wie Glycinanhydrid und Alaninanhydrid, 
deren Vorhandensein im EiweiBmolekiil ja zur Diskussion steht, werden 
auBerst leicht durch Natronlauge aufgespalten. Andere Diketopiperazine 
werden erheblich schwerer angegriffen, wie dies von Leucinanhydrid 
bekannt ist'. Peptide werden im allgemeinen bedeutend schwerer 
von Natronlauge angegriffen als die genannten einfachen Diketo- 
piperazine. In der letzten Zeit ist allerdings, wie bereits oben erwaihnt, 
von E. Abderhalden und Mitarbeitern gefunden worden, dab die Aufspalt- 
barkeit von Peptiden durch gewisse Substitutionen sehr vergrébert 
werden kann und daB insbesondere Glykokoll enthaltende, langere 
Peptidketten auch ziemlich leicht der Aufspaltung unterliegen. Unser 
..Haltepunkt™ ist dann erreicht, wenn die leicht aufspaltbaren Bin- 
dungen im EiweifSmolekiil aufgelést sind und nur noch schwerer an- 
greifbare Bindungen vorliegen. 

5. Zur Charakterisierung und Identifizierung der Eiweibarten 
haben sich in friiheren Untersuchungen der native Zustand ebenso wie 
der nach vollstandiger Hydrolyse mit starker Salzsiure erreichte 
Zustand der Proteine als wenig geeignet erwiesen. Der erstere ist zu 
labil und zu schwer erfabbar, beim letzteren ist der Charakter der 
einzelnen EiweiBarten zu sehr verwischt. In vorliegender Arbeit ist 
gepriift worden, inwieweit das stabilere Zwischenstadium der Hydrolyse 
fiir den genannten Zweck geeignet ist. 

Das zu untersuchende Zwischenstadium der Hydrolyse ist auf 
folgende Weise festgelegt worden: bei der Hydrolyse mit NaOH: 
4 Stunden langes Erhitzen mit n/2 NaOH auf 100°; bei der Hydrolyse 
mit HCl : 24 Stunden langes Erhitzen mit n/2 HCl auf 100°. 

6. Es wurden die #-Kurven der nahrungsmittelchemisch haupt- 
sachlich interessierenden EiweiBarten nach dieser Behandlung bestimmt. 
Die erhaltenen Kurven zeigen alle den gleichen Charakter, wir finden 
hierbei also bei den verschiedenen EiweiBarten keine prinzipiellen, 
sondern nur graduelle Unterschiede. Eine analytische Auswertung der 
Kurven zur Unterscheidung verschiedener EiweiBkérper hatte so zu 


1 EB. Fischer, a.a.O. S. 426. 
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geschehen, daB man an geeigneten Stellen der Kurven Stufentitrationen 
ausfiihrte. Wie weit eine Unterscheidung der EiweiBkérper auf diese 
Art mdglich ist, hangt von dem Unterschied der betreffenden Kurven 
ab, dann noch von der Genauigkeit, mit der sich die betreffenden 
Titrationspunkte erfassen lassen. Was den Unterschied der ver- 
schiedenen Kurven betrifft, ist festzustellen, daB dieser bei einer Reihe 
der untersuchten Eiweibarten so gering ist, daB eine analytische Unter- 
scheidungsméglichkeit nicht besteht. Das gilt z.B. fiir Glutenin, 
Albumin und Casein. Insbesondere liegen auch die Kurven von Rind- 
und PferdefleischeiweiB sehr nahe beieinander. Bei anderen sind dagegen 
erhebliche Unterschiede festzustellen, die eine analytische Auswertung 
méglich erscheinen lassen; so z. B. zwischen Gelatine und verschiedenen 
anderen EiweiBarten. Bei Titration der alkalischen Hydrolysenmischung 
von Stufen 7 bis 11,6 betragt die Anderung in # bei Gelatine 0,625, 
bei Casein 0,370. 


Gelatine enthalt besonders viel Glykokoll. Glykokollanhydrid ist 
sehr leicht spaltbar. Auch glykokollhaltige Peptide unterliegen nach 
Abderhalden besonders leicht der Hydrolyse. Die leichte Aufspaltbar- 
keit der Gelatine steht damit gut in Einklang. 


7. Es wird ein Verfahren angegeben, das es gestattet, aus der 
#-Kurve eines Gemisches die Mengen der einzelnen Bestandteile zu 
entnehmen, wenn die Spaltungskonstanten der einzelnen Bestandteile 
bekannt sind. Die Anwendung dieses Verfahrens auf die Kurven, die 
fiir die Eiweibhydrolysengemische im stabileren Zwischenstadium 
erhalten worden sind, ergibt, daB die sich tiber die alkalischen Stufen 
erstreckende Halfte der Kurven sich vollstandig ausdeuten laBt, wenn 
man mit der Anwesenheit von Aminosiuren und Peptiden rechnet. 
Das Verfahren liefert Maximalwerte fiir die betreffenden Bestandteile, 
d. h. den Héchstgehalt an den betreffenden Stoffen, der sich mit der 
Kurve vereinbaren 1aBt. 


Die Auswertung der Kurven zeigt, daB die Hydrolysengemische 
langst nicht ihren gesamten Stickstoff in Form von einfachen Amino- 
siuren und Dipeptiden enthalten, daB8 vielmehr ein betrachtlicher Teil 
des Gesamtstickstoffs noch in ,,azidimetrisch unwirksamer Form 
vorliegt. Das kann einmal auf der Anwesenheit von solchen Amino- 
siuren beruhen, die mehr als 1 Atom Stickstoff im Molekiil enthalten, 
wie z. B. Histidin, Arginin usw. Weiterhin kann es auf Anwesenheit 
von langeren Peptidketten beruhen und schlieBlich kann die Gegenwart 
von Diketopiperazinen dafiir verantwortlich zu machen sein. 

Eine vollstaéndige Auswertung desjenigen Kurvenastes, der sich 
iiber die sauren Stufen erstreckt, war nicht méglich. Es mu8 daraus 
auf die Anwesenheit von weiteren Substanzen geschlossen werden. 
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8. Es ist schon verschiedentlich die Méglichkeit diskutiert worden, 
daB8 Diketopiperazine eine tautomere Umlagerung in Enolformen 
erleiden kénnen. Es ist auch schon vermutet worden, dab fiir die groBe 
Labilitat und Verwandelbarkeit der Eiweibstoffe derartige Umlagerungen 
mit verantwortlich zu machen seien'. 

Die Produkte der Alkalihydrolyse zeigten bei nachfolgender Be- 
handlung mit Saure ein Wiederzuriickgehen der @-Betrage. Mit aller 
Reserve méchten wir die Vermutung aussprechen, daB die Ursache 
fiir dieses Entstehen und Verschwinden von azidimetrisch wirksamen 
Gruppen in derartigen Enol-Ketoumlagerungen zu erblicken ist. 


1 Vgl. E. Abderhalden, Naturwissenschaften 12, 719, 1924. 





Beitrag zur Kenntnis des chemischen Charakters 
der Sekretinstoffe in den Nahrungsmitteln. 


Von 


A. Bickel und A. Korehow. 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universitét Berlin.) 


(Eingegangen am 18. Juni 1928.) 


Der eine von uns (Korchow) hatte in seiner Dissertation (1) (1922) 
und in Fortsetzung dieser Arbeit jetzt neuerdings (2) untersucht, an 
welche Substanzen die excitosekretorische Wirkung des Liebigschen 
Fleischextrakts nach dessen subkutaner Injektion bei Pawlowschen 
Magenblindsackhunden gekmiipft sei. Es war wohl der Sekretincharakter 
des Fleischextrakts bekannt, aber man wubte vordem nicht, um welche 
chemischen Kérper es sich handelte, die Trager der Sekretionswirkung 
waren. Korchow bearbeitete den Fleischextrakt nach einer bestimmten 
Methode, die in seiner Dissertation genauer beschrieben ist, und die 
zu einzelnen Fraktionen fiihrte, in denen chemisch genau definierte 
Substanzen enthalten waren: Carnosin, Carnitin, Methylguanidin. 
Korchow bewies, daB sowohl die intravenése Injektion der Carnosin- 
und Carnitinfraksion, wie auch der kristallisierten Reinsubstanzen 
Carnosin und Carnitin bzw. ihrer Chloride beim Pawlowschen Magen- 
blindsackhunde eine deutliche Sekretion machte. Korchow hatte also 
in dem Carnosin und Carnitin Trager der Sekretinwirkung des Liebig- 
schen Fleischextrakts erkannt. 

Nach den Mitteilungen von U. Kluender (3) auf Grund seiner 
sechsjahrigen Titigkeit als Chefchemiker der Liebig-Werke in Colon 
wird der Liebigsche Fleischextrakt im wesentlichen zunachst durch 
Auslaugen von frischem, sehnigem Fleisch bei Temperaturen zwischen 
90 und 96°C hergestellt. In einer spateren Phase der Fabrikation 
wird beim Eindampfen des Extrakts in ,,Pfannen mit Doppelwandung 
zum Heizen und mit einer aus einem Dampfrohr bestehenden und 
in der Extraktfillung der Pfanne sich bewegenden Serpentine wohl 
eine erheblich héhere Temperatur erreicht, deren Grad aber aus der 
Beschreibung nicht genau feststellbar ist. Da jedoch angegeben wird, 
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daB die Briunung des Extrakts mit der Intensitét der Behandlung 
beim Eindampfen in diesen Pfannen zusammenhange, muB man an- 
nehmen, daB der Fleischextrakt in diesem Stadium der Fabrikation 
Temperaturen unterworfen wird, die tiber 100°C liegen. Durch solche 
Temperaturen erfahren natiirlich die urspriinglichen Extraktbestand- 
teile wesentliche Anderungen, worauf Kluender besonders hinweist. 

Andererseits hat Krimberg (4) nachgewiesen, da®B im frischen 
Fleische Carnosin und Carnitin praformiert vorhanden sind. Ob sich 
in dem Carnosin und Carnitin alle Sekretinstoffe des Fleischextrakts 
erschépfen, ist noch eine offene Frage. 

Bei anderen Handelserzeugnissen, die, wie die Fleischextrakte, als 
Wiirzmittel dienen, naimlich den Suppen- und Speisenwiirzen, wird 
die EiweiBhydrolyse bewuBt bis zu den letzten Bausteinen, den Amino- 
siuren, gefiihrt. Ihr Prototyp ist, wie ,,Codex Alimentarius Austri- 
acus’' (5) und Kénigs ,,Chemie der Nahrungs- und Genubmittel (6) 
hervorheben, die seit vier Jahrzehnten in den Handel eingefiihrte 
Maggische Suppenwiirze. Da von namhaften Analytikern die Ab- 
wesenheit derjenigen Substanzen betont worden ist, die sich von Fleisch 
herleiten kénnen, darf man als sicher annehmen, dab Maggis Wiirze 
EiweiB als Ausgangsmaterial hat, das nicht MuskeleiweiB ist. So stellt 
sie sich als ein konzentriertes Gemisch verschiedenartigster Amino- 
sauren dar. 

Nun haben die Aminosauren in der Regel keinen Sekretincharakter. 
Die Aminosiuren wirken gewéhnlich nur dann excitosekretorisch auf 
den Magen, wenn sie per os eingefiihrt werden. Das geht aus den 
Arbeiten von Ehrmann (7) und Bickel (8) hervor. Nur vereinzelte 
Aminosauren sind bis jetzt als Trager einer Sekretinwirkung erkannt 
worden, nimlich von Korchow (1,2) das von Gulewitsch als Diamino- 
siure (f-Alanin-Histidin) festgestellte Carnosin. So kénnten natiirlich 
auch bei dem ProzeB der Hydrolyse, der der Fabrikation der Maggischen 
Suppenwiirze zugrunde liegt, vom Ausgangsmaterial abhangige, be- 
sondere Aminosiuren gebildet werden, die Sekretincharakter zu haben 
vermochten. 

Da aber schon im Fleischextrakt neben der sekretinartigen Diamino- 
siure, dem Carnosin, auch das Carnitin Sekretincharakter hat, das 
nach Entfernung aller Aminosiuren aus dem Fleischextrakt noch 
zuriickbleibt, so kénnte auch in der Maggischen Wiirze ein Sekretinstoff 
sein, der im Ausgangsmaterial schon fertig vorhanden ist, aber eben 
nicht zu den Aminosauren gehért. 

Endlich kénnten, wofern der Fleischextrakt beim Eindampfen, 
das bei der geschilderten Handhabung fiir ihn eine Partialhydrolyse 
bedeutet, und die Maggische Wiirze bei der Totalhydrolyse Tempe- 
raturen tiber 100°C unterworfen werden, auch solche Stoffe in diesen 
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beiden Produkten aus dem EiweiB gebildet werden, die Bickel und 
van Eweyk (9) als ,,Hitzesekretine** bezeichneten, die z. B. auch beim 
RéstprozeB auftreten, und bei denen es sich wohl in erster Linie um 
eine Histaminbildung aus dem Histidinkomplex des Eiweibes handelt 
Dabei wandelt sich die Aminosaure ( Histidin) in ein Amin (Histamin) um 

Es gibt also einmal gewisse Aminosiuren und ihre Komplexe. 
die Sekretincharakter haben; zu ihnen gehért das Carnosin. Zweitens 
gibt es Bruchstiicke der Aminosauren, die Sekretincharakter haben; 
zu ihnen gehért das Histamin, das Carnitin, das Cholin, die samtlich 
Amine sind. In der Regel haben die Aminosaéuren und ihre Komplexe 
keinen Sekretincharakter, wirken aber excitosekretorisch am Magen 
bei der peroralen Zufuhr zum Koérper. 

Da der eine von uns [Bickel (10)] nun friiher gefunden hatte, 
daB die Maggische Suppenwiirze Sekretinsubstanzen enthielt, war es 
die weitere Aufgabe der Forschung, festzustellen, um welche Substanzen 
es sich dabei handelte. Zuniachst muBbte einmal ermittelt werden, 
in welchen Fraktionen sich bei der analytischen Behandlung dieser 
Wiirze die Sekretinstoffe befanden. 

Dieser Aufgabe haben wir uns um so lieber unterzogen, als wir 
einen um so tieferen Einblick in den chemischen Charakter der Sekretin- 
stoffe in der Nahrung erhalten, je mehr Einzelsekretine isoliert und identi- 
fiziert werden. 

Wir wandten auf die Maggische Suppenwiirze das Verfahren an, 
nach dem Gulewitsch und Krimberg den Fleischextrakt in einzelne 
Fraktionen zerlegt hatten, deren excitosekretorische Wirkung dann 
von Korchow studiert worden war. Wir erwarteten nicht, bei der Unter- 
suchung der Maggischen Wiirze die Fleischbestandteile Carnosin und 
Carnitin zu finden, da diese Wiirze ja nicht aus Fleisch hergestellt 
wird, aber wir hofften, daB in die sogenannte ,,Carnosin-** und ,,Carnitin- 
fraktion’’ bei der Behandlung der Wiirze Stoffe iibergehen wiirden, 
die dem Carnosin und Carnitin chemisch verwandt waren und sich 
ebenfalls als Sekretine erweisen wiirden. 

Wir teilen nunmehr zunachst den Gang unserer chemischen Unter- 
suchungen mit und schlieBen daran die Schilderung unserer Tier- 


versuche. 
I, Chemische Untersuchung. 


Fiir unsere Versuche entnahmen wir aus zwei groBen Originalflaschen 
Maggis Suppenwiirze, die den Originalverschlu8 trugen, je 500g und 
mischten sie. Diese 1000 g Wiirze! wurden mit Schwefelséure (100 ccm 


1 Da Zusatz von neutralem Bleiacetat zur Original-Maggiwiirze im 
Gegensatz zum Fleischextrakt keinen Niederschlag gibt, konnte die Maggi- 
wiirze sofort nach Anséuern mit Phosphorwolframsaéure in der oben be- 
schriebenen Weise behandelt werden. 
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50°%ige Schwefelsiure auf 1 kg Maggis Wiirze) angeséiuert und dann mit 
einer etwa 40- bis 50%igen wisserigen Lésung von Phosphorwolframséure 
versetzt. Wir verwandten auf 1 kg Maggis Wiirze 2346 ¢ der Phosphor- 
wolframséure in Substanz. Es entstand ein groBer Niederschlag. Die 
Masse wurde nun einige Tage in eine Eismischung gestellt, darauf wurde 
der voluminése Niederschlag von der Fliissigkeit abgesaugt und mehrmals 
mit 5°%iger Schwefelséure ausgewaschen. Das abfiltrierte Wasser wurde 
fortgeworfen, der Niederschlag wurde weiter behandelt. Zuniéchst wurde 
der Niederschlag mit Barythydrat in Substanz im Morser zerrieben und 
unter Zusatz kleiner Mengen Wassers bei Zimmertemperatur zur Zer- 
setzung durch das Barythydrat gebracht. Wir verbrauchten im ganzen 
3600 g Bariumhydrat in Substanz. Das Ende der Zersetzung 4uBert sich 
an dem Auftreten eines Héutchens, das durch Bariumcarboxyd an der 
Oberflache der Masse gebildet wird. Beim Erscheinen dieses Héutchens 
wurde der Niederschlag von der Fliissigkeit abgesaugt und dreimal mit 
destilliertem Wasser ausgewaschen. Der Niederschlag, der aus Phosphor- 
wolframatbarium besteht, wurde weggeworfen und die Filtratfliissigkeit 
weiter behandelt. Das Filtrat wurde mit 20°,iger Schwefelséure neu- 
tralisiert, um den in ihm noch enthaltenen BariumiiberschuB zu entfernen. 
Es wurde 24 Stunden auf Eis gestellt. Am anderen Tage wurde nach De- 
kantierung des oberen Teiles der Lésung der Niederschlag von dem Reste 
seiner Fliissigkeit abgesaugt, und der Niederschlag wurde mit destilliertem 
Wasser ausgewaschen. Die Filtrate wurden nach vorausgegangener Ein- 
engung auf dem Wasserbad mit der abdekantierten Fliissigkeit vereinigt 
und nunmehr maximal auf dem Wasserbad eingeengt, um médglichst alles 
Wasser zu entfernen. Die dickfliissige Masse wurde zweimal, mit absolutem 
Alkohol unter Verdampfung desselben behandelt, um die letzten Wasser- 
reste zu entfernen. Dann wurde die Substanz mehrmals mit heibem, 
absolutem Alkohol extrahiert, bis farblose Ausziige bekommen wurden 
und die extrahierte Masse hart geworden war. Jetzt wurden die alkoholi- 
schen Ausziige (a) und die harte Masse (b) jedes fiir sich weiter verarbeitet. 


Der alkoholische Extrakt (a) wurde zuniéchst vom Alkohol auf dem 
Wasserbad befreit und in einer kleinen Menge Wassers aufgenommen. 
Da diese Lésung noch immer etwas Schwefelséure enthielt, wurde Baryt- 
wasser zugesetzt, bis kein Niederschlag mehr entstand, dann wurde die 
Lésung mit Kohlenséure gesittigt und von dem Baryt befreit. Am néchsten 
Tage wurde der Niederschlag von der Fliissigkeit abgesaugt, und das Filtrat 
maximal auf dem Wasserbad eingeengt; um es vom Wasser zu befreien, 
wurde es zweimal mit absolutem Alkohol getrocknet und dann in Alkohol 
bei Zimmertemperatur gelést. Ein kleiner Teil bleibt bei dieser Temperatur 
ungelést. 


Von der klaren alkoholischen Lésung wurde ein Viertel getrennt, 
vom Alkohol durch Erwarmen auf dem Wasserbad ganz frei gemacht und 
in 80 ccm destilliertem Wasser gelést. Mit dieser Lésung (Carnitinfraktion) 
wurden die Versuche am Pawlowschen und Bickelschen Magenblindsack- 
hunde angestellt. 80ccm dieser Lésung entsprachen 250g der Maggiwiirze ; 
1 cem entsprach etwa 3 ccm Wiirze. Die anderen drei Viertel des alkoholi- 
schen Extrakts wurden mit einer geséttigten alkoholischen Sublimat- 
lésung versetzt, da wir hofften, ein Sublimatsalz von Carnitin zu bekommen. 
Es trat ein groBer Niederschlag auf, welcher am anderen Tage abgesaugt, 
getrocknet, im Morser zerrieben und mit heiBem Wasser und Tierkohle 
mehrmals extrahiert wurde. Alle Ausziige wurden vereinigt, eingeengt 
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auf dem Wasserbad und dann auf Eis gestellt. Es trat aber keine Aus- 
scheidung von typischen Carnitinkristallen auf. Bei einer erneuten Bear- 
beitung dieser Fraktion zum Zwecke der Kristallgewinnung ging diese 
Fraktion leider durch einen Bruch der Porzellanschale verloren. 

Die oben erwéhnte harte Masse (6b) wurde nach den Vorschriften von 
Gulewitsch (11) und Krimberg (12) wie auf Carnosin weiter verarbeitet. 
Die Masse (6) wurde in Wasser gelést, mit Barytwasser versetzt und dann 
mit Kohlenséure gesaéttigt. Am anderen Tage wurde der Niederschlag 
abgesaugt, mehrmals mit destilliertem Wasser ausgewaschen und dann 
fortgeworfen. Das Filtrat wurde weiter bearbeitet. Von dem stark alkali- 
schen Filtrat wurde zunichst ein Drittel fiir die Tierversuche genommen. 
Dieses Drittel (= 650 ccm Filtrat) wurde mit 20% iger Salzséure (127 cem) 
neutralisiert und auf 100 ccm auf dem Wasserbad eingeengt. Diese 100 ccm 
entsprachen also etwa 330g Maggis Wiirze, 1 ccm entsprach etwa 3 cem 
der Wiirze. Wir wollen diese Fraktion als ,,Carnosinfraktion I‘ bezeichen; 
vielleicht ware es richtiger, sie die erste Aminobasenfraktion zu nennen. 

Die iibriggebliebenen zwei Drittel des Filtrats wurden nach Neu- 
tralisierung mit 20% iger Salpeterséure (105 ccm wurden verbraucht) mit 
20% iger Silbernitratlésung in kleinen Protionen sukzessive versetzt, bis 
kein Niederschlag mehr sich bildete. Es wurden 80 ccm Silbernitratlésung 
verbraucht. Der braéunlich gefiirbte Niederschlag wurde von der Fliissigkeit 
abgesaugt. Dieser Niederschlag ist &4hnlich dem Alloxurbasenniederschlag, 
den man bei der Fleischextraktbearbeitung bekommt. Darauf haben wir 
zu dem Filtrat weiterhin 20°%ige Silbernitratlésung so lange zugesetzt, 
bis bei der Untersuchung eines Tropfens im Uhrglas nach Zusatz von einem 
Tropfen Barytwasser nicht ein weiBer, sondern ein gelber, sich rasch schwarz 
farbender Niederschlag auftrat. Nun wurde das mit Silbernitrat versetzte 
Filtrat mit warmem Barytwasser so lange behandelt, bis kein Niederschlag 
mehr an Probeportionen durch Barytwasserzusatz zu erzeugen war. Am 
nichsten Tage wurde der durch das Barytwasser erzeugte Niederschlag 
von der Fliissigkeit abgesaugt. Die Fliissigkeit wurde fortgeworfen, der 
Niederschlag weiter behandelt. Er wurde mit Schwefelwasserstoff zersetzt. 
Nach Absaugung des Schwefelsilbers wurde die gelbliche Filtratlésung mit 
Kohlenséure gesaéttigt und in zwei Portionen geteilt. Der erste Teil wurde 
mit 20% iger Salzséure neutralisiert und bis auf 50 ccm auf dem Wasserbad 
eingeengt. Wir bezeichnen diese Fraktion als ,,Carnosinfraktion II“. Diese 
Carnosinfraktion II mu8 unter allen Umsténden frei von Alloxurbasen 
sein. Mit ihr wurden die Tierversuche gemacht. 

Diese Carnosinfraktion II (= 50ccm) entspricht dem dritten Teile 
des Ausgangsmaterials, d. h. 3331/, ¢ der Maggiwiirze. Wir erinnern uns, 
daB wir friiher zur Herstellung der Carnosinfraktion I schon ein Drittel 
der verfiigbaren Menge an Material genommen hatten. Die Carnosin- 
fraktion II enthalt das zweite Drittel des Materials. Das dritte Drittel des 
Materials steckt in folgendem. Es wurde die zweite Portion der mit CO, 
gesaéttigten gelblichen Fitratlésung mit 20°%iger Salpeterséure neutralisiert, 
maximal auf dem Wasserbad eingeengt, zur heiBen Lésung absoluter Alkohol 
in kleinen Mengen zugesetzt, bis eine Triibung dauernd bestehen blieb. 
Diese Fraktion wurde auf Eis gestellt, um vielleicht Carnosin-Nitrat zu 
erhalten. Wir haben es also hier mit der Carnosinfraktion II zu tun, die 
zum Zwecke der Nitrat-Carnosingewinnung weiter mit Salpeterséure usw. 
in der oben beschriebenen Weise behandelt worden war. Wir haben dabei 
unter sich gleichartige Kristalle in alkoholischer Lésung bekommen. Die 
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Schema der chemischen Untersuchung 


Maggis Wirze 
Phosphorwolframatniederschlag 
Entfernung der Phosphorwolframsaure durch Bariumbydrat 


Entfernung des Bariums durch H,S0, 





Alkoholextraktion 


| 
In Wasser und 
Alkohol léslicher Teil 
(= Carnitinfraktion) 


Alkoholentfernung 


Niederschlag in Wasser lésen 


Entfernung des H,S0,-Restes 
durch Barytwasser 


Entfernung des Bariums mit CO, 


In Losung bleibt stark alka- 
lische freie Base 
(Carnitin + Methylguanidin) 


Entfernung des Wassers 
Lésung in Alkohol 


Niederschlag mit alkoholis¢her 
Sublimatlosung behandeln 


Den entstehenden Niederschlag 
trocknen, mit heibem Wasser 
behandeln und mit Tierkohle 
entfirben, einengen und aus- 
kristallisieren lassen. 
Sekretinwirkung! 


Wasserléslicher und nicht in 
Alkohol loshcher Teil 
(— Gemeinsame Carnosinfraktion) 


Barytwasserbehandlung, um 
H,SO, zu entfernen 


v 
Entfernung des Bariums mit CO, 


v 


’ ' 


Neutralisation Neutralisieren mit HNO, 
mit HCl 4 
(Carnosin- Zusatz von AgNO, 
fraktion I) ( Alloxurbasenniederscblag ) 
Sekretin- 


wirkung! 
Alloxurbasen durch Absaugen 
entfernen. Filtrat weiter 
bebandeln 


Weiterbehandlung mit 
Ag N ( ds 


Behandlung mit Barytwasser. 
Niederschlag absaugen und weiter 
behandeln mit H,S (Schwefel- 
wasserstoff), um Ag zu 
entfernen 


Mit CO, behandeln 
y 
¥ ’ 
Mit HCl neu- Mit HNO, 


neu- 


tralisieren. tralisieren und 
(Carnosin- Weiterbehand- 
fraktion IT) lung zum Zwecke 
Sekretin- der Kristall- 


wirkung! gewinpnung 
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Kristalle waren weiB, kugelférmig und deutlich von den Carnosinkristallen 
unterschieden, die wir unter Anwendung genau der gleichen Methodik 
aus Fleischextrakt erhalten hatten. Die aus Fleischextrakt erhaltenen 
Kristalle waren nadelférmig und sternférmig. Die kugeligen Kristalle 
aus Maggis Wiirze gaben eine starke positive Diazoreaktion und hatten 
den Schmelzpunkt 122°C. Carnosin hat aber den Schmelzpunkt 241 bis 
245° C (Gulewitsch). Bei dem aus Maggis Wiirze erhaltenen Produkt kann 
es sich also nicht um Carnosin handeln. 


Il. Biologische Untersuchung. 


Die im vorstehenden als Carnitinfraktion, Carnosinfraktion I und 
Carnosinfraktion II bezeichneten Substanzen wurden sowohl einem Pawlow- 
schen Magenblindsackhund wie auch einem Hunde mit Bickelschem kleinen 
Magen subkutan oder intragastral zugefiihrt. Ferner machten wir einige 
Versuche mit der Original-Maggiwiirze in der entsprechenden Weise. 








Versuch 1. 4. Juli 1927. Pawlowscher Blindsackhund, 13 kg. 
Magensaft- 
Zeit menge Ges.»Ac Congo Bemerkungen 
ccm 
9 bis 11'/, 0.9 _ _ 10 com Maggis Supyenwtese sub 

12 ] 21 100 4 kutan um 11!/, Uhr. 
12), 1,2 _ ++++ 

1 0,8 _ ++++ 

1)/, | 0,4 _- +o 

2 0,6 a ++ 

21g 0,3 sa — 


Versuch 2. 7. Juli 1927. Pawlowscher Blindsackhund. 








Magensaft- 
Zeit menge Ges.Ac. | Congo Bemerkungen 
| ccm 
11 bis 12 | 0.5 —_ _— || 20 com Maggis Wiirze + 100 com 
12}/, i 26 aes +444 Wasser per os um 12 Uhr. 
1 | 06 — ++++ 
1'/, 0,6 — ++++ 
2 | 04 —_ ++++ 
21/5 0,4 _ Sef 
Versuch 3. 7. Juli 1927. Bickelscher Blindsackhund. 
Magensaft- 7 
Zeit menge Ges.*Ac. Congo Kemerkungen 
com 
10 bis 1 O04 -- — 30 com Maggis Wiirze + 100 com 
1, 1.3 a ++++4+ Wasser per os um 1! Uhr. 
2 1,8 90 tt+t+t+ 
25 1,8 _ ++++ 
3 1.2 - ++4++ 
3g 0,4 _ ++++ 
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| Versuch 4. 11. Juli 1927. Pawlowscher Blindsackhund. 
Magensaft- 
Zeit menge Ges -Ac. Congo Bemerkungen 
ccm 
9 bis 11? 2 OS —_ Schw. pos. 15com Maggis Wiirze + 15 com 
12 3.8 = off. 4 4. Wasser subkutan um 11!/) Uhr. 
12/, 3,0 — 4. «hp cheefe 
1 1,0 — 4 fe pe 
11/, 0,6 _— ++++ 
2 0.8 4 fe 4 
2) Is 0,3 — ue Schleim. 
Versuch 5. 14. Juli 1927. Pawlowscher Blindsackhund. 
Magensaft- 
Zeit menge Ges»Ac. Congo Bemerkungen 
ccm 
9 bis 10%/, 08 — _ Schicies. | Carnesintralstion aus 
11 24 ini f- fe =} Maggis Wurze 7 ccm subkutan 
11"/, 4,2 100 ++44 | So 
12! 2 1,8 — +44. 
1 1,8 — TT TF 
1'/, 1,6 — of fo 
2 14 = +444 
24 0.8 — +e 
Versuch 6. 18. Juli 1927. Pawlowscher Blindsackhund. 
Magensaft- 
Zeit menge Ges.»Ac. Congo Bemerkungen 
com | 
' 
9 bis 10%/, 0.5 — — Schleim. Maggis Carnitirfraktion 
11 40 — ofp ede ho afe 7 cem subkutan um 10!/, Ubr 
: ( 
11 My 44 _ + + + 7 
12 2.4 — +-+-4+ 
124/, 2,0 ~ ++ ++ 
1 0.8 +444 
1'/, 04 —_ +—- Schleim 
Versuch 7. 19. Juli 1927. Pawlowscher Blindsackhund. 
Magensaft- 
Zeit menge Ges.Ac. Congo Bemerkungen 
ccm 
9 bis 107/, 04 — —_— Schleim. Maggis Carnosinfrak- 
11 1.9 a +++ tion I per os 7 com + 100 com 
111, 14 Fe Lo Wasser um 10!/, Uhr. 
12 08 nin i 
12! 2 0.4 — —_ — 


1 
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Versuch 8, 
21. Juli 1927. Bickelscher Blindsackhund. 23 kg. 





Magensaft- 
Zeit menge Ges.*Ac. Congo Bemerkungen 
com 
9 bis 10'), 0.8 — Carnosinfraktion II subkutan 

11 24 40 af of ohn oh (Maggi) um 10!/, Uhr 
11'/, 1.0 _ 4-4 
12 0,6 — =. 
121/, 0,2 . - 

1 0,2 - _— 

1} Is 0.0 

2 0.0 


Versuch 9. 
25. Juli 1927. Pawlowscher Blindsackhund. 














Magensaft- 
Zeit menge Ges.Ac. Cengo Bemerkungen 
ccm 
Y bis 10 0,1 — ++ t+ Maggis Carnitinfraktion 14 ccm 
10) . 26 100 ae i oe 3 or Wasser per os um 
11 12 — tt+t+ 2 
11'/, 0,5 — +++-+ 
12 03 _ Sei iatle 
121), 0.5 opty 
Versuch 10. 
25. Juli 1927. Bickelscher Blindsackhund. 
Magensaft- 
Zeit menge Ges.*Ac. Congo Bemerkungen 
° ccm 
9 bis 10', 01 — — Maggis Carnitinfraktion 21 ccm 
11 2.0 ause +-4—— + 79 ccm Wasser per os um 
1/ 99 - 10'/, Ubr. 
11), 29 ne +e or 
12 29 a + oe om 
12"), 2.6 — we 
1 22 - Hee ae 
1"/y 1,0 — se 
Versuch 11. 
21. Juli 1927. Pawlowscher Blindsackhund. 
Magensaft- 
Zeit menge Ges.»Ac, Congo Bemerkungen 
ccm 
9 bis 10"), 0,5 — Schleim. Maggis Carnosinfrak- 
11 26 a +++4 tion Il. 3ccm subkutan um 
1 ’ i ’ 101/, Uhr. 
11*/, 0,8 — 
12 2,0 a 
121/, 0,8 — 
1 1,0 — ++++ 


1), 0,4 « 
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SchluBsitze. 


Aus den mitgeteilten Versuchen ergibt sich, daB nach subkutaner 
Injektion excitosekretorisch auf die Fundusschleimhaut beim Pawlow- 
schen Magenblindsackhunde einwirkten: 

1. Maggis Suppenwiirze im Original; 

2. die aus dieser Wiirze gewonnene und nach Analogie der Fleisch- 
extraktanalyse benannte Carnitinfraktion; 

3. wie die ebenfalls nach dieser Fleischextraktanalogie benannten 
Carnosinfraktionen I und II aus Maggiwiirze. 

Nach der peroralen Zufuhr wirkten beim Pawlowschen Magen- 
blindsackhunde safttreibend: 

1. Maggis Suppenwiirze im Original; 

2. Carnitinfraktion ; 

3. Carnosinfraktion I (die Carnosinfraktion Il wurde in dieser 
Weise nicht untersucht). 

Beim Bickelschen Magenfundusblindsackhunde wirkten nach der 
subkutanen Injektion die Carnitinfraktion und die Carnosinfraktion IL 


bei groBer Dosis stark, und die Carnosinfraktion I bei kleiner Dosis 
schwach safttreibend; nach der peroralen Gabe wirkte die Maggische 


* Wiirze im Original excitosekretorisch wie der Fleischextrakt. 


Mithin haben unsere Versuche ergeben, daB man bei der gleichen 
chemischen Behandlung aus Liebigs Fleischextrakt wie aus Maggis 
Suppenwiirze Fraktionen erhalt, die Sekretine gleicher Wirkung ein- 
schlieBen; diese Sekretine sind beim Liebigschen Fleischextrakt als 
Carnitin und Carnosin erkannt worden. Bei der Maggischen Suppen- 
wiirze handelt es sich um diesen Kérpern Ahnliche Stoffe, deren 
chemische Natur noch nicht genau festgestellt ist. Die physiologische 
Wirkung dieser aus der Maggischen Wiirze gewonnenen Sekretinstoffe 
haben unsere Untersuchungen klargelegt. 
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1) A. Korchow, Material zur Frage iiber die Magensaftsekretine aus 
muskulirem Gewebe, Russ. Diss. Charkow 1922. — 2) Derselbe, Uber die 
Wirkung einiger nach dem Verfahren von Gulewitsch und Krimberg ge- 
wonnenen Fraktionen des Liebigschen Fleischextrakts auf die Magen- 
sekretion, diese Zeitschr. 190, 188, 1927. — 3) U. Kluender, Die Herstellung 
des Liebigschen Fleischextrakts, Chem.-Ztg., Céthen, Nr. 135, 9. November 
1920; Fleischextrakt, hergestellt bei der Corned-beef-Fabrikation, eben- 
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Enzymchemische Studien an Weizenmehlen. 
Von 
Nelly Neuensehwander. 
(Aus dem biochemischen Laboratorium der Universitat Stockholm.) 


(Eingegangen am 19. Juni 1928.) 


Seit langem ist bekannt, da fiir die praktische Untersuchung 
und Beurteilung der Mehle ihr Enzymgehalt einen wichtigen Faktor 
darstellt. Die praktisch wichtigste Rolle schrieb man den Amy- 
lasen (Diastasen) und Proteasen zu, und diese beiden Enzym- 
gruppen sind es auch, die im Mehl am meisten untersucht wurden!'. 
Neben den proteolytischen und diastatischen Enzymen wurde auch 
der Gehalt des Mehles an Katalase gepriift und fiir die verschiedenen 
Mehle als spezifisch typisch gefunden*. Bach und Oparin machten 
eingehende Studien iiber den Enzymgehalt von reifenden Weizen- 
samen®. Uber die postmortale Atmung von Erbsen- und Lupinensamen 
verdankt man L. Iwanoff*, Kostytschew®, Zaleski® sowie Bodnér? und 
Mitarbeitern eingehende Untersuchungen, besonders was die Mitwirkung 
von Biokatalysatoren betrifft. ‘ 


Der Zweck vortiegender Untersuchung war, tiber das Enzym- 
system der ,,Atmung"’, speziell tiber den Komplex der Oxydo-Reduktions- 
enzyme, orientierenden AufschluB zu erhalten unter dem Gesichts- 
punkte, daB die Kenntnis dieses wichtigen Enzymsystems im Mehl, 


1 4.Cairns und C.H. Bailey, Cereal Chemistry 5, 79, 1928; R.C. 
Sherwood und C.H. Bailey, ebendaselbst 8, 163, 1926; ZL. A. Rumsey, 
Amer. Inst. of Baking, Bull. 8, 1922. 

2 C. H. Bailey, Journ. of biol. Chem. 32, 539, 1917; F. Marion, C. r. 
171, 804, 1920. 

8’ A. Bach und A. Oparin, diese Zeitschr. 180, 363, 1927. 

4 L. Iwanof/, Ber. d. Deutsch. bot. Ges. 29, 622, 1911. 

5 S. Kostytschew und Mitarbeiter, Jahrb. d. wiss. Bot. 50, 157, 1911; 
s. auch S. Kostytschew, Die Pflanzenatmung, Berlin, Springer, 1924. 

® Zaleski, Ber. d. Deutsch. bot. Ges. 31, 354, 1913. 

? Bodnar und Hoffner, diese Zeitschr. 165, 145, 1925. 
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besonders des Kohlehydratabbaues, nicht nur theoretisches Interesse, 
sondern auch praktischen Wert fiir die Mehluntersuchung haben kann. 
Die Oxydo-Reduktionsenzyme wurden mit der Thunbergschen Methylen- 
blaumethode (Mb.-Methodik) und parallel dazu die Geschwindigkeit 
der Sauerstoffzehrung nach der respirometrischen Methode gemessen, 
und zwar in dem von Steffenburg modifizierten Barcroft-Warburg- 
Apparat. Das Wesentliche der Steffenburgschen Ausfiihrungsform 
besteht darin, daB die AbsorptionsgefaBe um die Achse der Ablese- 
biiretten bewegt werden, so da die Ablesung wahrend des Schiittelns 
geschehen kann. Die AbsorptionsgefaéBe sind im allgemeinen kleiner 
als diejenigen, welche Warburg benutzt; zwecks vollstandigeren Gas- 
wechsels ist der GefaBboden gekerbt oder mit Glasstabchen versehen. 
DaB die Mb.-Methodik und die gasanalytischen Methoden zur Be- 
stimmung biologischer Oxydationen nicht nur quantitative, sondern 
auch qualitative Unterschiede ergeben, ist, ohne jedoch den groben 
Wert der mit der Mb.-Methodik gewonnenen Ergebnisse zu schmalern, 
an verschiedenster Stelle hervorgehoben und begriindet worden'. 
Es soll hier nur ganz kurz die Auffassung dieses Laboratoriums tiber 
die biologische Atmung wiedergegeben werden. Der gesamte Atmungs- 
vorgang, d.h. der Abbau vom Substrat, in erster Linie vom Kohle- 
hydrat, zu CO, unter Verbrauch von molekularem Sauerstoff, labt 
sich in zwei Hauptphasen teilen, in eine einleitende, anaerobe Phase 
und eine darauf folgende aerobe Phase. Die erste Phase, die auch ohne 
freien Sauerstoff vor sich geht, besteht in einer oxydo-reduktiven 
Umlagerung des Substrats, wodurch der schwer oxydierbare Stoff in 
einen leichter oxydierbaren umgewandelt wird. Bei der Kohlehydrat- 
veratmung (Glucose) wird in dieser Phase ein dismutationsahnlicher 
Vorgang unter dem EinfluB der Mutase und deren Coenzym, der 
Cozymase, angenommen. .Die aerobe Phase ist der Bereich der eigent- 
lichen Oxydationskatalysatoren. Der Grund der Verschiedenheit 
zwischen den Befunden der gasanalytischen Oxydations-MeBmethoden 
und der Mb.-Methode kann darin gesehen werden, daB bei der Mb.- 
Methode stets ein artfremder Kérper (das Methylenblau), der einen 
Oxydationskatalysator darstellt, vorhanden ist und die Reaktion 
beeinflussen kann. 


Experimenteller Teil. 


Der Glasthermostat zur Thunberg-Ahigrenschen Methodik? war auf 
25° eingestellt, die Mb.-Lésung enthielt 0,5 g Methylenblau pro Liter. Die 


1 Vgl. H.v. Euler und R. Nilsson, Zeitschr. f. physiol. Chem. 169, 
125, 1927. H.v. Euler, K. Myrbdck und R. Nilsson, Ergebn. d. Physiol. 26, 531. 

2 Ahigren, Suppl. z. Skand. Archiv f. Physiol. 47, 1925; Abder- 
haldens Handb. d. biol. Arbeitsmethod., Abt. IV, Teil 1, 8. 671. 
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Versuche wurden stets mit einem Gesamtvolumen von 2,5cem durch- 
gefiihrt und enthielten immer die gleiche Menge Phosphatpuffer (0,5 cem 
10°. iger Pufferlésung), py 6,4 und die gleiche Menge Mb.-Lésung (0,5 cem). 
Als passende Mehlmenge wurden 0,2 g gefunden. Zu dem Mehl wurde 
je 0.1 g Glucose zugegeben, damit geniigend veratembare Substanz vor- 
handen sei und damit Ungleichheit im Glucosegehalt der verschiedenen 
Mehlarten ausgeschaltet war. 


Tabelle I. 


0.2 g Mehl, 0,1 g Glucose + 0,5cem Puffer + 0,5 cem Mb. 





Enttarbungszeit 


+1.5cem Wasser ..... 21 bis 23 Stunden 
+0,5 , Cozymase 

1,0 . Wasser 
+0,5 , Zymophosphat 


etwa 18 = 
— | 
[- . Ss 5 se OD ° 


24 ” 


+0,5 ., Cozymase 
0,5 , Zymophosphat 
0.5 . Wasser 


103, 103, 98 Minuten 


Kontrollversuch. 


0,1 ¢ Glucose (kein Mehl) 

+0,5cem Cozymase ... . | Nach 15 Stunden Lésung 
0,5 , Zymophosphat . . | noch vollstandig blau 
0,5 ., Wasser ate 


Die verwendeten Cozymase- und Zymophosphatlésungen hatten 
folgende Zusammensetzung : 
Cozymase: 1 cem Hefekochsaft + 9 ccm Wasser; 
Zymophosphat: 9cem 5%iges Candiolin-Na-Zymophosphat + leccem 
Wasser. 


Aus Tabelle I folgt: Das Mehl allein hat nur eine sehr geringe 
Entfarbungsgeschwindigkeit. Wird nur Cozymase, d.h. der Aktivator 
der Mutase zugesetzt, so wird die Wirkung nicht wesentlich gesteigert ; 
bei Zusatz von nur Zymophosphat, d.h. von Wasserstoffdonator, ist 
eher eine Verzégerung bemerkbar. Wird aber Cozymase und Zymo- 
phosphat (Aktivator und Wasserstoffdonator) zugegeben, so wird die 
Enzymtatigkeit enorm erhéht. 

Wird das Mehl 15 Minuten auf 85° trocken erhitzt, so geht das 
Enzym nicht zugrunde, die Entfarbungszeit mit denselben Zusatzen 
bleibt dieselbe. 

Um zu priifen, ob das Enzym an die Zellen gebunden sei oder 
daraus herausgelist werden kénne, wurden 10g Mehl 20 Stunden 
in 50 com Wasser digeriert, filtriert und der Auszug auf die Wirksam- 
keit gepriift. Derselbe Versuch wurde mit vorher erhitztem Mehl 
angestellt, da erfahrungsgemaB erhitztes Material oft leichter dialy- 
sierbar ist. 
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Entfarbungszeit 


+ 0,1 g Glucose 
0,5ceem Cozymase . . 


O.5cem Mehlauszug ...... | 
05 , Zymophosphat aie ; | 


201/, Stunden 


ee a ees ac ow 
= at it eal de 
Dasselbe mit Mehlauszug von vorher 
erhitztem Mehl . eg A a ee” 22114 2 


Die Wirksamkeit ist bei beiden Ausziigen sehr gering und somit 
das Enzym auBerst wenig dialysierbar. 

In einer zweiten Versuchsreihe wurden Mehle desselben Mahl- 
ganges, aber von verschiedenem Ausmahlungsgrad untersucht. (Das 
Mehl stammte von einer Getreidemischung von 25°, Hartweizen 
45°. auslandischem Weichweizen, 30 °,, schwedischem Weizen. Samtliche 
Proben wurden uns in freundlichster Weise von der Aktiengesellschaft 
, Saltsjéqvarn Stockholm tiberlassen.) 

Zum quantitativen Vergleich wurde ein bekanntes Material, 
nimlich Trockenunterhefe mit denselben Zusatzen gemessen. 


T abe lle Tl. 





Ausmahlungsgrad Enttarbungszeit 

0.2 ¢ Mehl 
O.1¢ Glucose 
0.5 cem Cozymase etwa 0 bis 30° 7 71/,, 8 Stunden 
0,5 ., Zymophosphat - we . 103, 103, 98 Minuten 
05 . Puffer > LS. | ae 96, 80 
05 . Wasser 
0.5 . Mb. 
1,0cem Hefesuspension + 0,1 g Trockenhefe (1g 

Trockenhefe, 5 cem Puffer, 5cem Wasser). . 3, 3! Minuten 


-+- 0,5eem Cozymase 
0.5 , Zymophosphat 
0.5 . Mb. 
0,2 cem Hefesuspension + 0,02 g Trockenhefe, sonst 


wie vorher 8, 81/, Minuten 


Aus Tabelle II folgt: Je héher der Ausmahlungsgrad eines Mehles 
ist, desto gréBer ist die Entfairbungsgeschwindigkeit, d. h. desto gréBer 
ist sein Gehalt an Oxydo-Reduktionsenzymen. Dieser Befund stimmt 
mit den Untersuchungen an anderen Enzymen (Katalase usw.) tiberein 

In einer dritten Versuchsreihe wurden Mehle von verschiedenen 
Weizensorten (aber demselben Ausmahlungsgrad) verglichen und 
typische Unterschiede gefunden. Die Mehle waren stets von 0 bis 60°, 


ausgemahlen (Probemiihle). 
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Tabelle Ill. 


0,2 ¢ Mehl, 0,5cem Co-Zymase, 0,5cem Puffer, 0,1 ¢ Glucose, 0,5 cem 
Zymophosphat, 0,5 cem Wasser, 0,5 cem Mb. 





Mehlsorte Enttarbungszeit 


Manitoba a 25), Stunden 
Rosa Fe 3 
Northern Spring . . 
Australischer Weizen 3 . 
Schwedischer re a ‘ 7', bis 8 Stunden 


Vergleich. 
0.2 cem Hefesuspension 
( 0,02 ¢ Trockenhefe) .... 8 Minuten 


Bei den Versuchen muB stets gleichmaBig umgeschiittelt werden, 
um Diffusionshemmungen zu verhindern. Auch mu8 dafiir gesorgt 
werden, daB das Mehl vorerst in der Fliissigkeit gleich mabig suspendiert 
wird. (Fir praktische Zwecke wire es angebrachter, die Thunberg- 
rohren unten zu einer Flaiche auszuweiten, um eine innigere Durch- 
mischung von Substrat und Fliissigkeit zu bewerkstelligen; auch ware 
ein fortwahrendes Schiitteln zweckmabig.) Man sieht aus Tabelle ILI, 
da8 Manitoba. der kraftigste Weizen, weitaus die grébte Enzym- 
wirkung besitzt und schwedischer Weizen die kleinste; letzterem am 
nachsten kommt der australische Weizen, ebenfalls ein typischer Weich- 
weizen. 

Parallel zu den Methylenblauversuchen wurden dieselben Mehle 
respirometrisch untersucht. Die Gefabe, die zur Messung der Sauerstoff- 
absorption verwendet wurden, waren teils eingeschliffen, teils durch 
Gummi mit den Kapillaren verbunden und waren entweder, wie bei 
Warburg', mit eingeschmolzenen oder mit eingelegten Réhren zur Auf- 
nahme des Kalihydroxyds und eventuell mit Schiittelstabchen zwecks 
vollstandiger Durchriihrung  versehen. Die Versuchstemperatur 
betrug 30°. 

Tahelle IV. 





Mehl verschiedener Ausmablung O»Absorption in 1'|, Std 
(Vel. Tabelle 1) com 


0.2¢ Mehl 0 bis 30% — 2 
66 72% . 80 


72 , 74% , 81 


Bei den Mb.-Versuchen zeigen sich mit denselben Mehlen grobe 
Unterschiede in der Entfairbungszeit; dagegen treten solche bei der 


1 Diese Zeitschr. 142, 317, 1923. 
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gasanalytischen Methode nicht auf, wenn man die Mehle ,,trocken 
veratmet’’. Die Mb.-Methode holt somit Differenzierungen heraus, 
die die respirometrische Methode deckt. 

Um die respirometrischen Versuche besser mit den Mb.-Versuchen 
vergleichen zu kénnen, wurden in der nachsten Versuchsreihe die 
Mehle (ohne Glucosezusatz) in 0,5 cem Puffer, 0,5 cem Zymophosphat 
und 0,5cem Cozymase aufgeschlammt und damit die Sauerstoff- 


absorption gemessen. 
Tabelle V. 





O-Absorption in 1!/, Std 


02g Mehl 

cm 

Mehl 0O bis 30%....... 72 
i — Pee 96 

oe a 3s we st ee es 70 
Ne ee eer a 53 
EE ee 61 
Northern Spring ....... 36 
Australischer Weizen ..... 32 
Schwedischer - ehh > SP 41 


Der Sauerstoffverbrauch verlauft weniger regelmabig als die 
Mb.-Reduktion. Ferner stimmen die Unterschiede der einzelnen Mehle 
auch qualitativ nicht mit den Unterschieden der Mb.-Entfarbungs- 
zeiten iiberein. Es muB allerdings erwahnt werden. daB zu den Atmungs- 
versuchen besser eine gereinigte Cozymaselésung zur Anwendung 
kommt, da mit dem Hefekochsaft stets eine gewisse Menge Hemmungs- 
substanz mit in das Untersuchungsgemisch gebracht wird. Weitere 
Untersuchungen mit verschiedenen Zusitzen werden zeigen, wie die 


Unterschiede zu deuten sind. 

Immerhin kann diese Methode einen nicht unwesentlichen Beitrag 
zur Charakterisierung des oxydativen Kohlehydrat- und Eiweib- 
abbaues in Mehlen und in getrockneten Samen liefern. 
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Albumin-Metallsalze. 


Von 


H. Bechhold. 
(Aus dem Institut fiir Kolloidforschung zu Frankfurt a. M.) 


(Eingegangen am 20. Juni 1928.) 


Wir kennen die hohe Bedeutung der Metallsalze fiir den Organismus, 
wir wissen, daB mit Entfernung der Salze die Lebensvorgange erléschen, 
wir wissen auch, dab die Dispersitat der Proteine in Lésung abhangig 
ist von Art und Konzentration der vorhandenen Metallsalze (Hof- 
meistersche Reihen). Grobe Meinungsverschiedenheit besteht jedoch 
noch tiber die Frage, ob es sich dabei lediglich um physikalische Zustands- 
anderungen handelt, vielleicht bedingt durch die Anderung der Eigen- 
schaften des Lésungsmittels (Wasser) seitens der Salzionen, oder ob 
chemische Beziehungen irgendwelcher Art zwischen den Proteinen und 
den Metallsalzen bzw. deren Ionen auftreten. 

Friiher erhoffte man die Beantwortung dieser Frage durch Unter- 
suchung der wasserunléslichen Niederschlage aus Proteinen mit Schwer- 
metallsalzen, die ‘oft sogar konstante Verhaltnisse aufweisen (Harnack). 
Es zeigte sich jedoch, dab Konstanz nur dann erzielt wird, wenn man 
von gleichen Konzentrationen und gleichen Mischungsverhaltnissen 
ausgeht. Gerade die Metall -Albuminfallungen versprachen wenig 
Aufklarung, weil die kolloiden Flockungen durch ihr Adsorptions- 
vermégen geneigt sein werden, Bestandteile der Lésung an sich zu 
reiBen und die wahre Beziehung der Metallsalze zu den Proteinen zu 
verdunkeln. 

GréBeren Erfolg versprach die Erforschung der Proteine und 
Metallsalze in Lésung. Grundlegende Untersuchungen in dieser Richtung 
verdanken wir vor allem Wolfgang Pauli und seinen Mitarbeitern 
welche die physikalischen Eigenschaften von Metallsalz-Proteinlosungen 
untersuchten (Viskositat, Koagulationstemperatur, Alkoholfallbarkeit 
optisches Drehungsvermégen, Potentialbestimmungen, Leitfahigkeit 
Kataphorese und andere) und daraus Schliisse auf die Beziehungen 


Metallsalz zu Protein zogen. 
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Auch ich bin der Ansicht, da8 fiir die Klarung der Beziehungen 
zwischen Metallsalz und Proteinen vor allem deren Studium in Lésung 
Erfolg verspricht, und glaube einen neuen Weg zu sehen, indem man 
die Ultrafiltration heranzieht. Ich ging dabei von folgender U berlegung 
aus: Bringt man ein Metallsalz mit einem Protein in solchen Kon- 
zentrationen zusammen, da beide in Lésung verbleiben, so kann man 
durch Ultrafiltration die intermizellare Fliissigkeit von dem Protein 
samt dem von diesem gebundenen Metallsalz oder dessen Bestandteilen 
trennen. Aus der Zusammensetzung von Filtrat und Riickstand miissen 
sich Riickschliisse auf die Bindung von Metallsalz an Protein ziehen 
lassen. Methodisch lassen sich hierbei zwei Wege beschreiten. 

1. Die Auswaschmethode. Eine Metallsalz-Proteinlésung wird auf 
einem Ultrafilter so lange ausgewaschen, bis im Filtrat kein Kation 
oder Anion des Salzes mehr nachweisbar ist. Alsdann werden wir im 
Ultrafilter das Protein als Riickstand finden; dieses kann Kationen 
oder Anionen des Metallsalzes, oder beide enthalten. Bei elektro- 
lytisch und hydrolytisch undissoziierten Verbindungen kénnten wir 
Reindarstellung von Metallsalz-Proteinverbindungen erwarten. Eine 
quantitative Untersuchung des Waschwassers und des Riickstandes 
wird uns eine klare Bilanz geben. 

Die Auswaschmethode allein gestattet jedoch keine zwingenden 
Riickschliisse, da fiir den Fall von Dissoziationen die Salze ausgewaschen 
werden kénnen, so daB wir dann im Riickstand das Protein restlos 
und salzfrei wiederfinden, wihrend das Salz sich ebenso restlos in das 
Waschwasser begibt. Mit Riicksicht auf die amphotere Natur der 
Proteine und deren schwache elektrolytische Dissoziation wird sogar 
dieser Vorgang in vielen Fallen wahrscheinlich sein. 

Noch komplizierter gestaltet sich dieser Proze, wenn eines der 
Metallsalzionen bei der Hydrolyse ein wasserunlésliches Hydroxyd 
oder eine wasserunlésliche Saiure (die unter den besonderen Umstanden 
kolloiddispers auftreten) bildet. Alsdann findet man bei der quantita- 
tiven Analyse einen Bestandteil des Metallsalzes zusammen mit dem 
Protein im Ultrafilterriickstand, ohne daB sich sagen laBt, ob urspriing- 
lich eine Metallsalz-Proteinverbindung vorlag, oder ob diese sekundar 
durch die Hydrolyse entstanden ist. 

AufschluB dariiber konnte geben: 

2. Die Differential-Ultrafiltration. Bereits in der 1. Auflage meines 
Buches tiber ,,Die Kolloide in Biologie und Medizin*™ (1912, 8. 94/95) 
habe ich mit folgenden Worten auf diese Methodik hingewiesen: ,,Von 
besonderer Wichtigkeit ist die Ultrafiltration fiir das Studium von 
Gleichgewichten in Liésungen, da bei dieser Methode keinerlei Anderung 
im Gleichgewicht zwischen den kristalloiden und kolloiden Bestandteilen 
durch Verdiinnen der Lésung vor sich geht. Voraussetzung ist, dab 
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man nur kleine Mengen filtriert, gewissermaBen das Differential be- 
stimmt, so dali keine Konzentrationsinderungen auftreten, und dab 
bei elektrolythaltigen Lésungen mit nur mabigen Drucken gearbeitet 
wird.** 

Hier handelt es sich somit darum, aus Lisungen. welche Protein 
und Metallsalz enthalten, kleinste Mengen der Lésung abzuultrafiltrieren 
und im Ultrafiltrat Anion und Kation quantitativ zu bestimmen. 
Macht man diese Versuche mit Verinderung des Verhialtnisses Protein 
zu Salz, so wird man Kurven erhalten, aus denen sich Riickschliisse 
auf die Beziehungen Salz zu Protein ziehen lassen. 

Diese Methode gestattet die direkte chemische Analyse der durch 
Ultrafiltration gewonnenen intermicellaren Fliissigkeit. Hierin liegt 
der Vorzug vor potentiometrischen Messungen, bei welchen die Menge 
der aktiven Ionen bestimmt wird, also nicht nur die freien Metallionen 
aus der Dissoziation des Salzes, sondern auch die aus einer eventuellen 
Metall-Eiweifverbindung abdissoziierten Ionen. In der Mehrzahl der 
Fille ist es potentiometrisch auch nicht méglich, Kation und Anion 
getrennt zu bestimmen, d. h. festzustellen, ob Kation und Anion gleich- 
miaBig gebunden waren oder nicht. Wir werden somit aus den Ultra- 
filtrations-Untersuchungen ohne hypothetische Voraussetzungen un- 
mittelbare Schliisse ziehen kénnen. Nichts wiirde tibrigens hindern, 
auch die Potential- und Leitfahigkeitsmessungen zur Erforschung der 
Verainderung der Metallsalz-Proteinmischung wahrend der Ultra- 
filtration heranzuziehen. 

Die Auswaschmethode wurde von meinem Mitarbeiter Helmut 
Schorn' durchgefiihrt; die Differential-Ultrafiltration hat mein Mit- 
arbeiter Erich Heymann in Gemeinschaft mit Friedrich Oppenheimer? 
zur Anwendung auf die Metallsalz-Proteinverbindungen vorgeschlagen 
und zu einer Methode ausgebildet, die fiir die Lésung zahlreicher Probleme 
aus dem Gebiet der Kolloid-Kristalloidgleichgewichte gribte Auf- 
merksamkeit verdient. — Fiir wertvolle Ratschlige bei diesen Unter- 
suchungen sind wir Dr. Hans Karplus Dank schuldig. 

Die Methodik der Untersuchungen und deren kritische Auswertung 
sind in den nachfolgenden Arbeiten der Herren Erich Heymann und 
Friedrich Oppenheimer, sowie Helmut Schorn ausfiihrlich behandelt. 
Hier sollen nur kurz die wichtigsten Ergebnisse im Zusammenhang 
dargelegt werden. 

Wir beschrankten uns zunachst auf die Beziehungen des A/bumins 
zu Metallsalzen und bevorzugten Schwermetallsalze, da es an diesen 
leichter méglich war, die Methodik zu erproben. Wir gingen aus von 


1 H. Schorn, diese Zeitschr. 199, 459, 1928. 
2 Erich Heymann und Friedr. Oppenheimer, ebendaselbst 199, 468, 1928. 








454 H. Bechhold: 


Eieralbumin, das leicht in gréBeren Mengen durch Elektro-Ultrafiltration 
elektrolytfrei zu gewinnen war. 

Mischt man Albuminlésungen mit solchen von Schwermetall- 
salzen steigender Konzentration, so beobachtet man drei Zonen: Bei 
niedersten Metallsalzkonzentrationen (0,0001 n) bildet sich ein Nieder- 
schlag, der bei weiterem Zusatz von Metallsalz verschwindet; bei 
héheren Salzkonzentrationen tritt dann wieder ein Niederschlag auf. 
Bei vollkommen elektrolytfreiem Albumin fehlt die Flockungszone, 
welche bei niedersten Metallsalzkonzentrationen auftritt. Fiir unsere 
Untersuchungen kam aus den schon erwahnten Griinden nur die 
flockungsfreie Zone in Betracht. 

Behandelt man Mischungen Albumin- Erdalkalisalzlosungen ( Barium- 
chlorid, Strontiumchlorid, Calciumchlorid) nach der Auswaschmethode, 
so finden sich die Erdalkalichloride restlos im Ultrafiltrat, das aus- 
gewaschene Albumin ist salzfrei. In Verbindung mit den spateren 
Untersuchungen ergibt sich daraus die Wahrscheinlichkeit, daB eine 
Komplexverbindung Calcium-, Strontium- bzw. Bariumchlorid- Albumin 
wahrend des Auswaschens vollkommen zerlegt wird. Eine beabsichtigte 
Untersuchung dieser Beziehungen nach der Methode der Differential- 
Ultrafiltration wird diese Frage klaren. 

Auch Nickel- und Kobaltsalze lassen sich restlos auswaschen. 
Anders liegen die Verhaltnisse bei den Chloriden des Zinks (2) und des 
Aluminiums (3), Chroms (3) und Eisens (3). Wascht man deren Mischun- 
gen mit Albumin auf dem Ultrafilter so lange aus, bis das Ultrafiltrat 
salzfrei ist, so findet man im Albuminriickstand stets sowohl Anion 
wie Kation. Bei Zink, Aluminium und Chrom ergab sich nach Schorn 
sogar, unabhingig vom urspriinglichen Mischungsverhaltnis, das 
konstante Aquivalentverhaltnis 5100 bis 5200 g Albumin auf 1 g-Aqui- 
valent des betreffenden Kations. Die Ergebnisse an den anderen, ein- 
gehender studierten Metallsalz-Albuminmischungen machen es_ nicht 
wahrscheinlich, daB es sich hier um die Metallsalz-Albuminverbindung 
handelt, wohl aber ware es denkbar, daB nach dem Auswaschen der 
leichter spaltbaren Komplexverbindungen der Anteil an Zink-, 
Aluminium- und Chromsalz zuriickbleibt, welcher fester gebunden ist. 
Diese Ergebnisse von Schorn stehen nicht ganz im Einklang mit denen 
von W. Pauli und M.Schén', die z. B. die Zinkchlorid-Albumin- 
verbindung als vollkommen reversibel bezeichnen. Spatere Forschungen 
miissen ergeben, ob diese Unstimmigkeit sich tiberbriicken laBt. 

Weniger einfach erweisen sich die Vorgiange beim Ferrisalz. Das 
aus der Mischung von Eisenchlorid mit Albumin resultierende Produkt 
ist praktisch lange bekannt: es ist der Liquor ferri albuminati der 


1 Diese Zeitschr. 158, 253 ff., 1924. 
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Pharmakopoe, die sogenannte ,,Eisenalbuminatlésung’*, welche zu 
den meist verschriebenen Eisenpraparaten in der Eisentherapie aller 
Lander gehért. Es wird hergestellt, indem man eine Albuminlésung mit 
einer Lésung von Eisenchlorid vermischt und nach einigem Stehen 
filtriert. Da von ungereinigtem Albumin ausgegangen wird, so fallen 
hautige und geléste Nicht-Albuminbestandteile (Globulin, Mucoid) 
aus, die durch Filtration entfernt werden. Die klare Eisenchlorid- 
Albuminlésung wird nun der Dialyse unterworfen, bis das Dialysat 
weder eine Eisen- noch eine Chlorreaktion mehr gibt. Der Liquor ferri 
albuminati bildet eine klare, rotbraune Fliissigkeit mit einem Gehalt 
von durchschnittlich 0,175°, Fe und rund 6°, Albumin. Auf Grund 
der in unserem Institut durchgefiihrten Untersuchungen von Erich 
Heymann, Oppenheimer und Schorn diirften Bildung und Natur des 
Liquor ferri albuminati geklart sein: Danach bildet sich beim Mischen 
von Eisenchlorid mit Albumin eine Eisenchlorid-Albuminverbindung, 
die bei der Dialyse oder dem gleichzusetzenden Auswaschen auf dem 
Ultrafilter hydrolytisch gespalten wird, wobei zum Schlu8 Albumin 
zuriickbleibt mit einem konstanten Gehalt an kolloidem Ferrihydroxyd. 
Der Liquor ferri albuminati ist also kein ,,Eisenalbuminat’’, sondern 
ein Eisenoxydhydrosol, duperst fein, vielleicht sogar molekular dispergiert 
in Albumin. Der Vorgang seiner Bildung la8t sich dprch folgende 
schematische Formel darstellen: 


NH,),, + mFeCl, _ =|. (NH,) £ . 


- ( 
Albumin< Albumin<. C OOK) Fe, 


(COOH), 


NH, Cl. 
2)n | dines mH,O 


All in- . 
[al yumMiIn ~(COOH), |Fe,, 


—_ [Atbumin<\ Codi, [Fe(OH alm + 3mHCl 

Genau wird allerdings der ProzeB der Bildung von Liquor ferri 
albuminati durch diese Formel nicht wiedergegeben; denn bei den 
Konzentrationsverhaltnissen, in denen die Eisenchloridlésung mit dem 
Eieralbumin gemischt wird, ist die Eisenchloridlésung bereits etwas 
hvdrolytisch dissoziiert, so daB neben der Eisenchlorid-Albumin- 
verbindung auch Fe(OH), bzw. Eisenoxydchlorid von dem Albumin 
gebunden wird (EF. Heymann’). Die rotbraune Firbung des Liquor 
ferri albuminati ist die Eigenfarbe des Eisenoxydhydrosols 


Wie verschieden die Dispersitat des Eisenoxyds in Eisenoxyd- 
hydrosol und im Eisenalbuminat ist, ergibt sich aus folgenden ( /tra- 
filtrations- und Diffusionsversuchen (unverdffentlichte Versuche von 


1 Zeitschr. f. anorgan. u. allgem. Chem., Rich. Lorenz-Festschrift 1928 
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Bechhold und Keiner): Eisenoxydhydrosol (Liquor ferri oxydati) und 
Eisenalbuminat (Liquor ferri albuminati) wurden auf gleichen Gehalt 
an Fe, O, gebracht (0.382 Fe,O, auf 100 cem). Beide Lésungen wurden 
durch ein 5°. iges Ultrafilter filtriert, das fiir EiweiS nicht ganz un- 
durchlassig ist. Das Ultrafiltrat enthielt (bezogen auf den urspriing- 
lichen Gehalt der Lésung) bei 

Eisenalbuminat. . . 27,7 % Trockenriickstand mit 14,4 °% Gliihriickstand 
Eisenoxydhydrosol . 5,19% * « 3,6°% ze 

Es war somit viermal mehr Eisenoxyd bei dem Eisenalbuminat als bei 
dem Eisenoxydhydrosol durch das gleiche Ultrafilter gegangen. 

Ein Diffusionsversuch in 1°, Agargallerte' mit den gleichen 
Lésungen ergab folgendes: 

Eisenalbuminat, eindiffundiert nach 7 Tagen. . . . 1 bis 2mm 

Eisenoxydhydrosol, - - -. «6 = 
Auch dieser Versuch beweist die bedeutend héhere Dispersitit des 
Fe(OH), im Eisenalbuminat. 

Noch erwahnt sei die Verschiedenheit der beiden Formen des 
Fe(OH), gegen Veranderungen des py, da dies fiir ihr Verhalten im 
Magen-Darmtraktus von Bedeutung ist: Im Magen herrscht ein pg = 1,2 
bis 2,0, dies entspricht n/20 bis n/100 HCl oder 0,2 bis 0,05°, HCl. 
Dieses py bedingt keine Flockung des Fe(OH),, weder im Eisenoxyd- 
hydrosol noch im Eisenalbuminat. Beim Ubergang in den Darm hat 
die Substanz eine Zone der Neutralitat zu durchlaufen, um dann in das 
Gebiet der alkalischen Reaktion zu gelangen, welches einem py entspricht, 
das durch 0,2- bis 0,4°/o9ige Sodalésung erzeugt wird. Hier verhalten 
sich Eisenoxydhydrosol und Eisenalbuminat verschieden: Eisenoxyd- 
hydrosol flockt binnen 4 Stunden bei 37° bei 2°/,,iger Sodalésung und 
koaguliert bei 4°/,,iger, wahrend das Eisenoxyd im Eisenalbuminat 
unverandert bleibt. Das Eisenoxydhydrosol im Eisenalbuminat bleibt 
somit waihrend des Durchgangs durch den Magen-Darmtraktus dauernd 
in Lésung, waihrend es ungeschiitzt im Darm ausflockt. 

A priori kénnte man geneigt sein anzunehmen, dai man ein mit 
,.Eisenalbuminat’’ identisches Produkt erhalten kénne, wenn man 
Eisenoxydhydrosol mit Albuminlésung in entsprechenden Konzen- 
trationsverhaltnissen mischt. Dies gelingt jedoch nicht, wie sich schon 
aus den Untersuchungen von Brossa und Freundlich? tiber die Sensi- 
bilisierung von Eisenoxydhydrosol durch Albumin ergibt und eigene 
Versuche bestatigt haben. 


1 Gelatinegallerten sind fiir diesen Versuch unbrauchbar, da_ beide 
Lésungen friiher oder spaéter von der Beriihrungsfliche aus zu koagulieren 


beginnen. 
2 Zeitschr. f. physik. Chem. 89, 306ff. 
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Von weiterem besonderen Interesse waren die Silber- und die 
Gold-Albuminverbindung. Die Silberproteine finden in der Therapie 
eine erhebliche Anwendung als reizlose Desinfizientien, insbesondere 
bei der Behandlung der Gonorrhée, sowie bei allen MaBnahmen, bei 
denen man das stark schmerzende Silbernitrat vermeiden will (Spii- 
lungen der Blase und anderes). Die Gold-Albuminverbindung hatte fiir 
uns besondere Bedeutung, weil sie gewissermaben die Basis ist fiir unsere 
Methode zur Sichtbarmachung subvisibler Gebilde und Mikro- 
organismen!. Bei dieser Methode werden die betreffenden Gebilde 
oder Mikroorganismen mit Goldchlorid vergoldet und durch <Aus- 
waschen auf dem Ultrafilter von tiberschiissigem Goldchlorid befreit. 
Es zeigte sich, daf ein Teil des Goldes fixiert ist und sich durch Aus- 
waschen nicht entfernen labt. Wird das Gebilde verbrannt, so erscheint 
ein Goldskelett als Pseudomorphose des betreffenden Mikroorganismus. 


Die Versuche von Schorn nach der Auswaschmethode ergaben fiir 
Silbernitrat mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit, daB eine wasser- 
lisliche, undissoziierte Silber-Albuminverbindung besteht, die 2,06°,, 
Ag enthilt, in dem Aquivalentverhiiltnis 1 Ag: 5200 Albumin. Aus 
den Schornschen Versuchen laBt sich nicht entnehmen, ob auch das 
NO, Aquivalent gebunden bzw. ob tiberhaupt NO, in die Albumin- 
bindung eingegangen ist. 

In scheinbarem Widerspruch dazu stehen die Ergebnisse von 
Heymann und Oppenheimer nach der Methode der Differential-Ultra- 
filtration, sowie die von Pauli und Matula*®, welche potentiometrische 
Methoden anwandten. Diese fanden ein Bindungsmaximum von 
4,5 bzw. 5.10~* Grammiaquivalent Silber auf 1 g Eieralbumin (Schorn 
2,06, also etwas weniger als die Hialfte). Ich sage in ,,scheinbarem 
Widerspruch**; mir erscheint es naheliegend, dab die beiden Methoden 
zusammengenommen eine Erklirung bieten. Wenn sich die Versuchs- 
ergebnisse von Schorn bestatigen, besteht zwischen Albumin-Silbernitrat 
in dem Verhaltnis 2,06 . 10-4 Grammiaquivalent Ag auf 1 g Eieralbumin 
eine hydrolytisch nicht oder nur schwer dissoziierbare Verbindung. 
Diese vermag aber weiteres Silbernitrat zu binden bis zu 4,5. 10~* 
Grammiaquivalent Silber (zweite Stufe des Silbernitrat-Albumins) 
Dieses Silbernitrat-Albumin ist in Lésung dissoziiert und spaltet beim 
Auswaschen rund 2.5 . 10—* Grammiiquivalent Ag ab. Eine Unstimmig- 
keit ergibt sich jedoch noch aus der Form der Bindungskurven, die auf 
eine Zerlegbarkeit der silberarmeren Verbindung schlieBen lassen; sie 
ist jedoch anderweitig noch nicht nachgewiesen. 


1 Bechhold und Villa, Zeitschr. f. Hygiene u. Infektionskrankh. 105, 
601 bis 613; diese Zeitschr. 165, 250 bis 260, 1925. 
2 Diese Zeitschr. 80, 187, 1912. 
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Die Vorginge bei der Mischung von Goldchlorid mit Albumin 
scheinen grote Ahnlichkeit mit denen von Eisenchlorid-Albumin zu 
haben. Die Goldchlorid-Albuminverbindung diirfte in Lésung teilweise 
hydrolytisch dissoziiert sein. Beim Auswaschen wird H Cl weggenommen, 
wihrend Au(QH), in molekularer oder angenahert molekularer Di- 
spersion an das Albumin gebunden zurickbleibt. Dafiir spricht die orange 
Farbe des ausgewaschenen Gold-Albumins. Ware das Au(OH), hier 
in gréberer, kolloider Dispersion, so miiBte es am Lichte rasch tiefrot 
werden, was nicht der Fall ist. 

Auf Grund dieser Untersuchungen gelangen wir zu der Fest- 
stellung, dal} die untersuchten Metallsalze im idealen Falle Verbindungen 
mit Albumin eingehen, etwa von dem Typus 

Album (NH,),, Saureion m 
[| Ibumin<eq ei), | Metallion m. 


Diese Metallsalz-Albuminverbindungen sind samtlich wasserldéslich 
und sind bei der Lésung in Wasser elektrolytisch, zum Teil hydrolytisch 
dissoziiert. Ich halte es jedoch fiir nicht unwahrscheinlich, daB mehrere 
Bindungsstufen von verschiedener Festigkeit existieren. Unter diesen 
wire die ausgezeichnet, welche ein Aquivalentverhaltnis 1 Metall : 5100 
bis 5200 Albumin aufweist. Bei manchen Metallen widersteht diese 
Stufe auch der vollkommenen Auswaschung. Ist das Metallhydroxyd 
wasserunléslich, so bleibt es beim Auswaschen mit dem Albumin in 
molekularer oder angenahert molekularer Verteilung zuriick, bildet 
eine Scheinverbindung, bei welcher unter Umstanden konstante Pro- 
portionen vorgetiuscht werden kénnen. [Al, Cr, Fe(,) Au]. — Uber das 
Anion in der ausgezeichneten Bindungsstufe sagen die bisherigen 
Versuche noch nichts aus. (Uber dessen Bindungskurve vgl. E.Heymann 
und i. Oppenheimer.) 


Besonderen Dank schulde ich der ,,Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft‘, durch deren Unterstiitzung vorstehende Untersuchung 
mit meinen Mitarbeitern erméglicht wurde. 
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Untersuchung 
von Metallsalz-Albuminlésungen mittels der Auswaschmethode. 


Von 
Helmut Sechorn. 


(Aus dem Institut fiir Kolloidforschung zu Frankfurt a. M.) 


(Eingegangen am 20. Juni 1928.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Gibt man zu Albuminlésungen von konstanter Konzentration 
steigende Mengen einer Schwermetallsalzlésung, so erhalt man bei 
einer Konzentration von etwa 0.0001 n der Metallsalzlésung einen Nieder- 
schlag, der bei weiterem Zusatz des Metallsalzes verschwindet. In 
héheren Konzentrationen (n/l und mehr) erfolgt erneuyt eine Fallung 
(unregelmaBige Reihen von Bechhold'). Nun konnte Heard? zeigen, 
daB aschefreies Albumin die untere Fallungszone nicht aufweist. Da 
man durch die friiher tibliche Reinigung von Albumin durch Dialyse 
kein aschefreies Albumin erhalten kann, so bediente ich mich der 
Elektro-Ultrafiltration, vermittelst deren es sich leicht gewinnen 1labBt. 


Die untere Fillungszone. 


Bei der Verwendung von Albumin in verschiedenen Reinigungs- 
graden, d. h. von abnehmendem Aschegehalt, zeigte sich, dab je asche- 
armer das Albumin, um so geringer sind die Schwermetallsalzmengen 
zur Erzeugung eines Niederschlags und um so geringer auch die Nieder- 
schlage. Diese Feststellung konnte gemacht werden mit den Chloriden 
von Fe(3), Al, Cr(3), Sn(4), Zn, Be. 

Sucht man die untere Fdllungszone an aschefreiem Albumin durch 
verschiedene Zusiatze zu reproduzieren, so ergibt sich folgendes: 

Stellt man sich aus aschefreiem Albumin (py = 4,8) eine Mischung 
mit so wenig Eisenchlorid her, daB sie bei aschehaltigem Albumin in 
die untere Fallungszone fallen wiirde, so erhilt man bei Zusatz von 


1 Bechhold, Zeitschr. f. physik. Chem. 48, 418ff. 
2 Heard, Journ. of Phys. Chem. 46. 
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Natronlauge keinen Niederschlag. Versetzt man 100 ccm | °iges Albumin 
mit | bis 5 cem n/100 Salzsdure, so erhalt man mit Ferrichlorid ebenfalls 
keine untere Fdllungszone. Die untere Fiallungszone kann somit nichi 
durch die Verdnderung der Wasserstoffionenkonzentration bedingt sein 


Chlornatrium gibt erst bei 1°,, eine leichte Triibung mit Albumin- 
EKisenchlorid im Gebiet der unteren Fallungszone. 

Natriumcarbonat gibt von 0.3°,, (auf Albumin berechnet) ab eine 
Triibung. 

Calciumbicarbonat (gewonnen durch Einleiten von Kohlensiure in 
eine Aufschwemmung von Calciumecarbonat in Wasser) ergab folgendes: 





Albumin + CaO (als Bicarbonat) + Eisenchlorid Niederschlag 
Ol g 0,215 % (auf Albumin) 0,1 ccm (0,5%ig) stark 
O1lg 0215% , Ms 0,2 a. 3 . 

Oleg 048 % - " am *. ) trib 

Oleg 0438 % - = 02, (05 , ) stark 
Olg 043 %, a = oe. ea » sehr stark 
01g 043 % a ~ oF. we. > schwacher 
Olg 0438 % “ ” O5 ,. @5 . ) klar 


Die Niederschlagsbildung tritt hier an der gleichen Stelle und in 
gleicher Intensitat auf, wie bei den Versuchen mit Albumin von 0,5°., 
Aschegehalt. Im Gegensatz zu Thomas und Norris! schlieBe ich mich 
daher der Ansicht von Heard an, wonach die untere Fallungszone durch 
den Aschegehalt des Albumins an Ca HCO, bedingt ist; die Veranderung 
des pu, die von Thomas und Norris angenommen wird, hat jedenfalls 
keinen EinfluB. 


,Schon Bechhold (|. c.) hat darauf hingewiesen, da fiir die untere 
Fallungszone mit Eisenchlorid der hydrolytisch abgespaltene Anteil 
an Fe(OH), verantwortlich sein diirfte. Die Tatsache, dai die untere 
Fallungszone sich nur bei solchen Metallsalzen findet, welche starkere 
hydrolytische Dissoziation aufweisen, spricht sehr fiir diese Annahme. 
Offenbar wird durch das in der Asche vorhandene Calciumsalz der 
Gehalt an Fe(OH), oder basischem Ferricarbonat vermehrt und dadurch 
eine Niederschlagsbildung bewirkt. 


Die Herstellung des aschefreien Albumins. 
Aus den vorangehenden Darlegungen ergibt sich, da®B zur Er- 
zielung einwandfreier Resultate vollkommen aschefreies Albumin er- 
forderlich ist, welches ich durch Elektro-Ultrafiltration gewonnen habe. 


1 Journ. of the Amer. Chem. Soc. 47, Nr. 2. 
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Als Ausgangsmaterial diente getrocknetes Eieralbumin von Merck, 
D. A. B. S., das neben Globulin und Mucoid, 3,4 bis 3,6 °,, anorganische 
Salze enthilt. Da durch Elektro-Ultrafiltration die Entaschung sehr 
rasch erfolgt, so konnte bei geniigender Sauberkeit auf Zusatze von 
Konservierungsmitteln verzichtet werden. Ist einmal die Eiweib- 
lésung entascht, so unterliegt sie der bakteriellen Infektion weit weniger 
leicht als die urspriingliche Loésung 

Die Elektro-Ultrafiltration erfolgte in einer etwas modifizierten 
Anordnung der Apparatur von Bechhold und Rosenberg! (vgl. Abb. 1) 
In eine gréBere Pulverflasche (7), deren Boden abgesprengt ist, tauchen 
zwei Ballon - Elektroultrafiltergerate nach 
Bechhold-Kénig, von denen das eine (1b) 
(Anode) 80cem Inhait, das andere (la) 
(Katode) 50ccem Inhalt hat. Beide sind 
mit einer Ultrafiltermembran aus 7 °,igem 
Eisessigkollodium tiberzogen. Der Hals ‘des 
einen Gerites ist nach oben gerichtet, 
wihrend der des anderen nach unten liegt, 
so also, dab die beiden Béden der Ballon- 
filter benachbart sind. Beide Elektro-Ultra- 
filterballons sind mit Gummistopfen (4) 
verschlossen, durch die je eine Elektrode (2) 
und ein Glasrohr (3) fithrt. Beide Rohre 
sind mit einer Saugpumpe verbunden. Da 
die Saugwirkung, wegen der gréBeren Ober- 
fliche auf der Anodenseite, starker ist, 
wird die Sauerung der Fliissigkeit ver- 
mieden; kleinere Stérungen lassen sich 
durch mehr oder weniger starkes Ab- 
klemmen des Gummischlauches kompen- 
sieren, der von dem betreffenden Ballon zu 
der Saugpumpe fiihrt. 

10g KEieralbumin wurden in etwas 
Wasser gequollen, dann auf 300 ccm auf- 
gefiillt und die triibe Lésung zur Entfernung von Flocken und 
Hautchen filtriert. Alsdann wurde die Lésung in das GefaB gefiillt 
und der Elektro-Ultrafiltration unterworfen. Die Stromstarke wurde 
derart gehalten, da8 die Temperatur 40° nicht iiberstieg. Die Strom- 
stirke sank innerhalb 3,5 Stunden von 0,15 auf 0 Amp.; die Spannung 
konnte innerhalb dieser Zeit von 25 Volt auf die Netzspannung von 
120 Volt gesteigert werden. Die Reaktion der Lésung blieb in den 

















Abb. 1. 


1 Bechhold und Rosenberg, diese Zeitschr. 157, 87, 1925. 
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ersten 3 Stunden neutral und wurde dann zum SchluB gegen Lackmus 
schwach sauer, entsprechend dem isoelektrischen Punkt des Albumins 
(Pu 4.8). 

Wihrend eine Liésung des Rohalbumins beim Erhitzen flockt 
zeigt ein Albumin mit 0.3 °,, Aschegehalt ein ganz verindertes Verhalten 
es wird beim Erhitzen opaleszierend und gelatiniert. | Aschefreies 
Albumin hat hingegen beim Erhitzen wieder die Eigenschaft zu flocken 


Die Auswaschung lislicher Albumin-Metallsalzmischungen. 


In der Zone, in welcher Albumin mit Metallsalzen keine Fallung 
gibt, kénnen die Salze entweder frei und unabhingig neben dem 
Albumin existieren, oder sie kénnen in Beziehungen dazu getreten 
sein in Form mehr oder minder lockerer Verbindungen. Haben sich 
undissoziierte Verbindungen mit dem Albumin gebildet, so muB beim 
Auswaschen solcher Léisungen auf dem Ultrafilter die kolloide Albumin- 
Metall- oder Metallsalzverbindung im Filtrat zuriickbleiben, wahrend 
das freie tiberschiissige Metallsalz restlos in das Filtrat iibergehen muJ. 
Unter diesen Umstinden miiBte man auf dem Filter stets das gleiche 
Verhaltnis Metall zu Albumin wiederfinden, gleichgiiltig, in welchen 
Konzentrationsverhiltnissen die Mischung Albumin zu Metallsalz- 
lésung vorgenommen worden war. So konnte auch die Frage ent- 
schieden werden, ob zwischen Albumin und Metallsalz eine Reaktion 
stattgefunden hatte, bei der etwa Metall gegen H-lon ausgetauscht 
war, oder ob sich eine feste Verbindung zwischen Albumin und dem 
Anion und Kation des Metallsalzes gebildet hat. Weniger eindeutig 
muBte aber die Antwort lauten, wenn das Metallsalz sich in seiner 
jesamtheit im Ultrafiltrat wiederfand, wenn das Verhaltnis Anion 
zu Kation im Ultrafilterriickstand nicht gewahrt blieb, oder wenn 
Mischungen des Albumins mit Metallsalzen verschiedener Konzentration 
nach dem Auswaschen verschiedene Metallgehalte im Albumin aufwiesen. 
Bei der Diskussion der experimentellen Ergebnisse werden wir darauf 
zuriickkommen. 

Die Chloride der Erdalkalien. 


Gemischt wurden Lésungen der Chloride von Calcium, Strontium, 
Barium mit Albuminlésungen derart, daB 100 Gewichtsteile Albumin 
auf 5 bis 10 Gewichtsteile der Chloride kamen. Die vollkommen klaren 
Lésungen wurden auf Bechhold-Kénigschen Ultrafiltertiegeln, die eine 
7° ige, eiweiBdichte Ultrafiltermembran besaBen, so lange an der 
Saugpumpe ausgewaschen, bis weder Kation noch Anion im Filtrat 
mehr nachzuweisen waren. Es zeigte sich, daB diese Chloride restlos 
ausgewaschen waren, daB das Albumin weder Anion noch Kation 
zuriickgehalten hatte. 
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Nickel- und Kobaltchlorid. Die Ultrafiltration von Mischungen der 
Albuminlésung mit solchen von Kobalt- und Nickelchlorid verhielten 
sich wie die Chloride der Erdalkalien: sie wurden bei der Ultrafiltration 
restlos ausgewaschen. 

Daraus ergibt sich, dai die Chloride der Erdalkalien ebenso wie 
Nickel- und Kobaltchlorid keine feste, d.h. undissoziierte chemische 
Verbindungen mit Albumin eingehen. Méglich bleibt natiirlich die 
Existenz von Komplexverbindungen von der Art der Pfeifferschen 
Aminosauren-Metallkomplexe; tiber deren Vorhandensein gibt diese 
Methode keine Auskunft. 


Silbernitrat, Zinkchlorid, Aluminiumehlorid, Chromehlorid. 

Wesentlich anders verbielten sich die in der Uberschrift genannten 
Metallsalze. 

Als besonders aufschluBgebend ist die Mischung Silbernitrat- 
Albumin anzusehen: Silbernitrat ist auch in stark verdiinnter Lésung 
nicht hydrolysiert ; es sind somit keine Komplikationen durch Hydroxyd- 
bildung beim Auswaschen zu erwarten. Entweder es bestehen zwischen 
Silbersalz und Albumin keinerlei chemische Beziehungen, hydrolysier- 
bare Komplexbildung ausgenommen, so muB sich das Silbersalz ebenso 
restlos aus dem Albumin auswaschen lassen wie die Erdalkalien, oder 
das Silbersalz tritt in Verbindung mit dem Albumin, dann mui man 
durch Variation des Verhaltnisses Silbernitrat : Albumin, durch Zusatz 
neuer Mengen Silbernitrat zu dem bereits ausgewaschenen Ultra- 
filterriickstand, durch Abanderung des Auswaschrhythmus, Klarheit 
iiber die Natur dieser Beziehung erlangen. 

Das fiir die Versuche mit Silbernitrat zu benutzende Albumin 
muB vollkommen aschefrei und vor allem chlorfrei sein. Die Versuche 
miissen unter Ausschlu8 von Licht vorgenommen werden, da sonst 
Reduktion des Silbersalzes zu Silbersol erfolgt. 

Nun wurden Albuminlésungen mit Lésungen von Silbernitrat in 
verschiedener Konzentration gemischt ; unter anderem wurden Losungen 
ultrafiltriert, die 4°,, Ag und solche, die 10°, Ag auf 100g Albumin 
enthielten. Stets blieben nach vollkommenem Auswaschen 2,06°,, Ag 
im Albumin zuriick, was einem Aquivalentverhiltnis Ag: Albumin 

1: 5200 entspricht. 


Nun wurde zu einer bereits ausgewaschenen Silbernitrat-Albumin- 
lésung nochmals so viel Silbernitrat beigefiigt, dal weitere 4% Ag 
auf Albumin kamen; die Analyse zeigte, dal die neu hinzugefiigte 
Menge Silbernitrat durch das Auswaschen restlos entfernt war, dab 
wieder 2,06°,, Ag auf 100 g Albumin im Ultrafilterriickstand gefunden 
wurden. 


30* 
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Es existiert somit eine Albumin-Silberverbindung in einem Aqui- 
valentverhaltnis 1 Ag: 5200 Albumin. 

Ahnlich wie Silbernitrat verhalten sich auch ZnCl,, ALCL, und CrCl, 

Albuminlésung wurde mit den Lésungen dieser Chloride in den 
verschiedensten Mischungsverhdltnissen unterhalb der oberen Fallungs- 
zone gemischt und auf dem Ultrafilter ausgewaschen. Der Riickstand 
im Ultrafilter ergab dabei konstant folgende Werte (Mittel aus je drei 
Analysen) : 


Zink 0,63°, = 1 Gramméaquivalent auf 5100 g Albumin 
Aluminium 0,17°, = 1 - » 5200¢ o 
Chrom 0,34°% = 1 5100 g es 


Bei allen diesen Zahlen ist ein Korrekturfaktor eingesetzt, dessen 
Ermittelung an Chromchlorid hier erlautert sei. Die oben angefiihrten 
Chloride sind in Wasser etwas hydrolysiert. Das hydrolytisch ab- 
gespaltene Metallhydroxyd kann kolloid sein und wird beim Aus- 
waschen mit dem Albumin auf dem Ultrafilter zuriickbleiben. Beim 
Auswaschen mit Wasser wird sich das Hydrolysengleichgewicht dauernd 
im Sinne der Metalloxydhydrosolbildung verschieben. Zur Ermittelung 
des Korrekturfaktors wurde das betreffende Metallchlorid, z. B. das 
Chromchlorid, in gleicher Konzentration nach dem gleichen Auswasch- 
rhythmus auf dem Ultrafilter behandelt, wie vorher seine Mischung 
mit dem Albumin. Von 40 cem einer 1 ”,igen CrCl,-Lésung, enthaltend 
0,07804 g CrCl, wurden z. B. 20cem abgesaugt, dann wieder auf 
40 ccm mit Wasser aufgefiillt, wieder auf 20 ccm abgesaugt usf., bis 
im Filtrat weder Chrom noch Chlor nachzuweisen waren. Auf dem 
Filter blieben 0,002 g Chrom, d.h. 2,6°%, der angewandten Menge 
blieb hydrolysiert als Chrymhydroxyd, zuriick. Entsprechend diesem 
Versuch wurde eine Albuminlésung mit einem Gehalt von 3,86 g Albumin 
in 40 ccm Wasser + 0,07804 g CrCl, (2°, Chromchlorid auf Albumin) 
in der gleichen Weise wie oben ultrafiltriert. Auf dem Ultrafilter ver- 
blieben 0,1239 g Cr (umgerechnet aus Cr,0,) = 3,2°%, Cr auf Albumin. 
Von den 3,2°, Cr, die der Ultrafilterriickstand enthalt, sind 0,08 °, 
abzuziehen, es verbleiben 3,12°,, Cr (3) im Albumin. 

Gegen die Untersuchung und Berechnung des Korrekturfaktors 
lassen sich Einwiinde erheben. Doch ist der Fehler bei den hier be- 
trachteten Metallsalzen um so geringer, als Albumin sauren Charakter 
hat, so daB der Hydrolysenfehler kaum eine Rolle spielen diirfte. Weit 
bedeutender ist er bei Ferrichlorid. 


Ferrichlorid. 


Versetzt man Albumin mit steigenden Mengen Ferrichlorid, so 
verstirkt sich die Farbe von rot bis zu tiefbraun. 
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Versetzt man eine 2°,,ige Albuminlésung mit so viel Eisenchlorid, 
daB auf Albumin 2.8, 4 und 10°,, Fe kommen, so enthalt das Albumin 
nach dem endgiiltigen Auswaschen: 





Ausgangslosung Fe: Albumin ....... 28 % 4 % 10% 

Fe im Albumin nach Auswaschung gefunden 21% 2,3 % 278 % 
Durch Hydrolyse zuriickgehaltenes Fe . . . 0,1 % 0,24 % 0,6 °% 
Fe in Albumin errechnet ......... 198 % 2.06 % 2.18 % 


Die Zahlen fiir die Hydrolysenwerte, die in gleicher Weise er- 
mittelt waren, wie auf S. 464 fiir Chromichlorid angegeben, haben 
zwar nur bedingten Wert (vgl. E. Heymann'). Die obige Tabelle zeigt 
jedoch, da& man sich zwar einem Grenzwert nihert, daB aber offenbar 
bei Eisenchlorid-Albumin die Auswaschmethode keine brauchbaren 
Unterlagen fiir einen Einblick in die Beziehungen Eisen zu Albumin 
bietet. Nimmt man als Mittelwert 2,1 °,, Fe an, so ergibt sich ein Ver- 
haltnis von 1 Grammaquivalent Fe zu 890g Albumin, also eine Zahl, 
die vollkommen aus der Reihe der bisher ermittelten Daten fillt. 

Ich habe daher verzichtet, die Auswaschmethode auf diese Be- 
ziehung weiter anzuwenden, und beschranke mich darauf, hier einige 
teaktionen zu beschreiben. Steigende Mengen einer 0,5°,igen Eisen- 
chloridlésung wurden zur gleichen Menge 1,5°,igem Albumin gegeben; 
der klaren Lésung wurden alsdann je 0,5 ccm n Ammoniumrhodanid 
zugesetzt, um durch die Rotfarbung die freien Ferriionen festzustellen. 





Albumin FeCl, + Rhodanammon Farbung 
10 cem ‘1 eem Rhodanammon gelbbraun 
 « > . dunkler 
a 14 . i - 

” « . 4 
Oe Ee « ig (2.6 °% Fe) braun 
10 , 7 ies = braunrot 
ae «x “ dunkelrot 


Macht man den Versuch in der Weise, daB man statt 0,5 com nun 
5cem Rhodanammon der Eisenchlorid-Albuminmischung beifiigt, so 
erhalt man einen dicken Niederschlag, in dem man nach dem Abzentri- 
fugieren die Farbe der klaren Lésung besser beobachten kann als in 
dem vorher beschriebenen Versuch. Hier ist der Farbsprung von 1,6 auf 
1.8cem FeCl, scharfer ausgepragt. Die Versuche erweisen, dal} tat- 
sachlich etwa bei 2 °,, Fe freie Ferriionen auftreten. — Gibt man zu einer 
auf dem Ultrafilter ausgewaschenen Eisenalbuminlésung, die keine 
Rhodanreaktion mehr zeigt, Rhodanammon und fiigt nur die geringste 


1 E. Heymann, Zeitschr. f. anorgan. Chem. 171, 18—4l. 
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Menge FeCl, zu, so tritt blutrote Farbung auf, die nicht verschwindet 
Es wurde somit nicht iiber 2°,, Fe gebunden. 

Eine Albuminlisung wurde mit so viel FeCl, versetzt, daB sie 
4°, Fe auf Albumin berechnet enthielt. Nach dem Auswaschen enthielt 
sie 2.3°,, Fe. Diese Lisung wurde nun mit Cyankalium als starkem 
Kisenkomplexbildner durchgewaschen, um die letzten Reste ionogenen 
Kisens zu entfernen. Nach der Behandlung mit Cyankalium ergab 
sich wieder ein Eisengehalt von 2,1 °,,. Dies beweist, daB das Fe in 
einer nicht ionogenen Form in dem Eisenalbumin enthalten ist, dai 
somit das Eisen wahrscheinlich vollkommen hydrolysiert als Fe(OH), 
vorliegt. 

Gibt man zu einer in beschriebener Weise gewonnenen Eisen- 
albuminlésung atronlauge, so erfolgt zunachst Farbvertiefung, bei 
weiterem Zugeben Niederschlagbildung von der Farbung des Eisen- 
hydroxyds. 

Durch dauernde Zugabe von verdiinnter Salzsdure (Endkonzen- 
tration in der Lésung n/500) kann man das gesamte Eisen auswaschen 
und in das Ultrafiltrat bringen. 

Trocknet man unser Eisenalbumin im Vakuum, so ist die daraus 
gewonnene Lésung triibe und flockt binnen 2 Tagen vollkommen aus. 
Sie verhalt sich dann somit wie ein Eisenoxydhydrosol. 

Zu einer frisch auf dem Ultrafilter ausgewaschenen Eisenalbumin- 
lésung wurde noch einmal die gleiche Menge Eisenchlorid wie bei der 
Herstellung gegeben und abermals auf dem Ultrafilter ausgewaschen. 
Der von neuem ermittelte Eisengehalt zeigte eine nur minimale Zu- 
nahme, welche der Hydrolyse des neu hinzugefiigten Eisenchlorids 
entsprach. 

Anders ist es jedoch, wenn man eine Eisenalbuminlésung ver- 
wendet, die nach dem Auswaschen lingere Zeit gestanden hat (in 
unserem Falle 2 Monate lang im Eisschrank). Diese nahm erneut 
Eisen auf. Nach dem zweiten Auswaschen ergab die Analyse 5,1 °, Fe; 
es sind also 2,8°, Fe erneut aufgenommen, wahrend die urspriingliche 
Eisenalbuminlésung nur 2,3°,, Fe enthielt. 

Ein gleiches Verhalten wurde auch bei einer Chromalbumin- 
lisung beobachtet, die kiirzere Zeit gestanden hatte. Auch hier stieg 
bei erneuter Behandlung mit CrCl, der Cr-Gehalt von 0,32 auf 0,6 °% 

Gibt man Eisenchlorid zu einer Chromalbuminlésung und wascht 
dann auf dem Ultrafilter aus, so ergibt sich, dab das Chrom durch das 
Eisen verdrdingt wird und man eine Eisenalbuminlésung erhalt von 
gleichem Eisengehalt wie eine frisch hergestellte Eisenalbuminlésung. 
Hierbei kann es sich nicht um eine Substitution von Chromhydroxyd 
handeln. Denn schiittelt man frisch gefalltes Chromhydroxyd mit 
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einer A&quivalenten Menge Eisenchlorid und wischt auf einem Ultra- 
filter aus bis zum Verschwinden der Fe-Reaktion im Filtrat, so findet 
sich im Filtrat kein Chrom (Fallen der Waschwiisser mit KOH und 
Erwirmen mit Bromwasser auf dem Wasserbad). 


Zusammenfassung. 


1. Es wird eine Methode beschrieben, um Ejeralbumin durch 
Elektro- Ultrafiltration restlos von Elektrolyten zu befreien. 

2. Es wurde bestatigt, daB die untere Fallungszone von Albumin 
mit Schwermetallsalzen durch Reste von Calciumsalzen bedingt ist, 
da8 calciumfreies Albumin diese Fallungszone nicht aufweist. 

3. Es wurden wasserlésliche Verbindungen von Albumin mit 
Silber, Zink, Chrom, Aluminium bzw. deren Salzen erhalten, in denen 
das Aquivalentverhiltnis Metall zu Albumin 1 : 5100 bis 5200 betrigt. 


4. Ganz abweichend verhalt sich Eisenchlorid, wobei offenbar 
die starke Hydrolyse Komplikationen bedingt. 








Gleichgewichte zwischen Albumin und Metallsalzen 
(Silbernitrat, Eisen(3)chlorid, Goldchlorid). 
Von 


Erich Heymann und Friedrich Oppenheimer. 


(Aus dem Institut fiir Kolloidforschung zu Frankfurt a. M.) 


(Eingegangen am 20. Juni 1928.) 
Mit 9 Abbildungen im Text. 


I. Allgemeiner Teil. 

In manchen Alteren Arbeiten wird versucht, die Frage der Salz- 
eiweiBbindung mit den Methoden der praparativen Chemie zu lésen, 
indem die bei einem geeigneten Mischungsverhaltnis von Salz und 
EiweiB auftretenden Fallungen mit Wasser gewaschen und analysiert 
wurden. Es besteht aber einmal die Méglichkeit, dal die hierbei auf- 
tretenden voluminésen Niederschlage bedeutende Salzmengen aus der 
Lésung mit niederreiBen, weiterhin kénnen die hypothetischen Ver- 
bindungen beim Waschen mit Wasser gebundenes Metallsalz an die 
Lésung abgeben, was um so wahrscheinlicher ist, als man es bei den 
Proteinen mit auBerst schwachen Elektrolyten zu tun hat. Hierzu 
kommt, daB es sehr zweifelhaft ist, ob die so entstandenen Nieder- 
schlage auch in ihrer urspriinglichen Form chemische Individuen dar- 
stellen. Bei der Fallung von Eiweif8 durch Metallsalz in hoher Kon- 
zentration hat man es héchstwahrscheinlich mit einer Aussalzung (De- 
hydratisierung) zu tun. Bei der Anwendung von Metallsalz in niederer 
Konzentration dagegen tritt tiberhaupt keine Fallung auf, sobald man 
weitgehend gereinigtes Eiweif anwendet (Pauli!, Schorn*). 


Die einzige Moéglichkeit, die Bindung von Metallsalzen an Eiweil, 
sowohl in quantitativer Hinsicht als auch in bezug auf ihren Mechanismus 


1 Hofmeisters Ber. 7, 531, 1906. 
2 Vgl. die voranstehende Arbeit. 
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in rationeller Weise zu untersuchen, besteht in dem Studium der Gleich- 
gewichte, die sich in den Metallsalz-Eiweiigemischen einstellen. Man 
hat also die Aufgabe, sich verschiedene Metallsalz-Eiweil}mischungen 
herzustellen und die jeweils gebundene Metallsalzmenge zu bestimmen. 
Das hohe Verdienst, diesen Weg systematisch und unter Verwendung 
weitgehend gereinigter Proteine beschritten zu haben, gebiihrt Wol/gang 
Pauli und seiner Schule. Die Untersuchung der jeweils gebundenen 
Metallsalazmenge in den Gemischen erfolgte durch Bestimmung der 
Konzentration eines der lonen des betreffenden Salzes mittels Potential- 
messungen. So untersuchten Manabe und Matula', sowie Oryng und 
Pauli* die Bindung von Chlornatrium an Eiwei8 durch Bestimmung 
der Konzentration der freien Chlorionen. Pauli und Matula* unter- 
suchten die Silbersalzproteine, Pauli und Schén* die Beziehungen 
zwischen Zinkchlorid und Albumin. Die genannten Forscher zeigten 
weiter, daB sowohl die Alkalisalzproteine als auch die Silbersalzglutine 
bei der Dialyse gegen Wasser wieder in ihre Komponenten zerlegt 
werden. Die Anwendung der potentiometrischen Methode zur Unter- 
suchung der genannten Gleichgewichte hat jedoch ihre Grenzen. Zahl- 
reiche Anionen (z. B. SO7;, NO;), sowie ein grober Teil der Kationen 
(Fe***, Au***, Ca**, Mg**, Na*, K* usw.) lassen sich in den Gemischen 
der Salze mit EiweiB nicht (oder jedenfalls nicht mit Sicherheit) auf 
potentiometrischem Wege® bestimmen. Infolgedessen! war es_bisher 
nur in einem Falle (Zinksalzproteine) méglich®, in einer Mischung von 
EiweiB mit Salz sowohl das Kation als auch das Anion zu bestimmen, 
wodurch erst ein direkter Nachweis gefiihrt werden kann, ob die 
Bindung beider Ionen in Aquivalentem Betrage erfolgt oder nicht. 
(Hierzu kommt, daB ja die Berechnung der Jonenkonzentrationen 
aus den potentiometrisch bestimmten Aktivitaten die Kenntnis des 
jeweils herrschenden Dissoziationsgrades bzw. Aktivitatskoeffizienten 
voraussetzt ’.) 


' Diese Zeitschr. 52, 369, 1913. 

2 Ebendaselbst 70, 368, 1915. 

3’ Ebendaselbst 80, 187, 1917. 

* Ebendaselbst 153, 253, 1924. 

5 Um Irrtiimern vorzubeugen, sei bemerkt, daB es sich bei den genannten 
Untersuchungen nicht um Methoden der potentiometrischen MaBanalyse 
handelt; es wurde vielmehr in der bekannten Weise durch Potential- 
messungen die jeweilige Ionenaktivitaét bestimmt. 

® Northorp und Kunitz, Journ. Gen. Physiol. 7, 25. 

7 Auf die zahlreichen Untersuchungen iiber die Elektrolytbindung im 
Blutserum sei angesichts der Komplexitaét dieser Systeme nur hingewiesen ; 
eine Literaturzusammenstellung findet sich in der Dissertation von F. Oppen- 
heimer, Frankfurt a. Main, 1928 (Gleichgewichte zwischen Albumin und 
einigen Schwermetallsalzen in Lésung). 
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Es schien uns daher ratsam, die Menge des gebundenen Metall- 
salzes auf einem anderen Wege zu bestimmen, nimlich durch direkte 
Analyse der freien intermicellaren Fliissigkeit, die man durch Ultra- 
filtration des Proteinsalzgemisches erhalt. Die Differenz der Salz- 
konzentration des Salzeiweibgemisches und der Salzkonzentration der 
intermicellaren Flissigkeit ergibt den an das EiweiB gebundenen Anteil. 
Durch diese Methode ist man in der Lage, die Bindung jedes beliebigen 
Elektrolyten an das Eiwei} zu untersuchen. Sie bietet daher einmal 
die Méglichkeit einer Untersuchung der Eisensalz- und Goldsalzproteine, 
sowie der Erdalkali- und Alkaliproteine, deren Studium auf anderem 
Wege nicht méglich ist; fiir die Silbersalzproteine bildet sie eine wert- 
volle Erginzung zu den Paulischen Untersuchungen. Weiterhin gestattet 
sie, den direkten Nachweis zu fiihren, ob die Bindung von Kation und 
Anion in aquivalentem Betrage erfolgt. 


Man muB allerdings gewisse VorsichtsmaBregeln beachten. Wahrend 
der Ultrafiltration wird eine Verschiebung des urspriinglichen Gleich- 
gewichts zwischen dem Metallsalz und dem Albumin eintreten kénnen, 
da sich wiahrend dieser Prozedur die Konzentration der kolloiden 
Komponenten, naimlich des Albumins und des hypothetischen Metall- 
albumins erhéht, wahrend die Konzentration des (molekulardispersen) 
Metallsalzes unverandert bleibt. Man kann aber diesen Fehler klein 
machen, indem man aus einem groben Volumen Reaktionsgemisch 
nur ein sehr kleines Volumen Ultrafiltrat abzapft (Differentialultra- 
filtration); die Ultrafiltermembran muB8 natiirlich zuvor mit der inter- 
micellaren Fliissigkeit gesittigt worden sein. (Methodische Einzel- 
heiten s. Kap. IIL.) 

Eine weitere Fehlerméglichkeit ergibt sich aus dem sogenannten 
,.nichtlésenden Raum‘, d.h. dem Volumenanteil der Lésung, der 
von den Micellen selbst eingenommen wird (Polanyi!, Augsberger*). 
Hat man in der Lésung eines hydrophilen Kolloids einen molekular- 
dispersen Stoff, der weder adsorbiert noch chemisch gebunden wird, 
in der Konzentration c aufgelést, so wird die Konzentration c’ des 
Ultrafiltrats etwas gréBer sein als c, und zwar um einen Betrag, der 
dem Eigenvolumen der Micellen entspricht. Es mu® daher in unserem 
Falle der von den Micellen gebundenen Menge ein positives Korrektur- 
glied zugefiigt werden. Legt man die Berechnungen von Augsberger 
zugrunde, so ist diese Korrektur bei den in vorliegender Untersuchung 
verwandten verdiinnten Proteinlésungen nie gréBer als etwa 3°, so 
da8 auf die Anbringung einer Korrektur verzichtet wurde, zumal ja 


1 Diese Zeitschr. 104, 250, 1920. 
2 Ergebn. d. Physiol. 24, 618, 1925. 
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auch die Ermittlung der Korrektur fiir den ..nichtlésenden Raum” 
mit Unsicherheiten behaftet ist. 


In der vorliegenden Arbeit wurden nur solche Gemische von Eiweib 
mit Metallsalzen untersucht, die keine Spur eines Niederschlags oder 
einer Flockung zeigten, da in den geflockten Systemen die Verhiiltnisse 
zu uniibersichtlich schienen. Diese Beschrankung war um so leichter 
moglich, als bei dem verwendeten, weitgehend gereinigten isoelektrischen 
Albumin die sogenannte untere Flockungszone vollkommen wegfallt 
und eine Flockung erst bei sehr hohen Metallsalzkonzentrationen 
auftritt, die wie die folgenden Versuche zeigen werden meistens 
oberhalb der Konzentration liegen, bei denen Sattigung des Albumins 
mit Metallsalz auftritt. 

Unsere Untersuchungen erstrecken sich zuniachst auf die Gleich- 
gewichte zwischen Albumin und Silbernitrat, Albumin und Eisen- 
(3)chlorid und Albumin und Goldchlorid. Das Silbernitrat-Albumin- 
gleichgewicht erscheint uns als der sauberste Fall eines Schwermetall- 
salz-Albumingleichgewichts, da das Silbernitrat ein neutral reagierendes, 
also nicht hydrolysiertes Salz ist. Bei den Eisen(3)chlorid-Albumin- 
gleichgewichten liegen die Verhiltnisse erheblich komplizierter, da 
das Eisen(3)chlorid einer starken Hydrolyse unterworfen ist, die dazu 
noch mit der Zeit fortschreitet. 

Die hohe chemische, biologische und pharmakologische Bedeutung 
der Silber- und Eisensalzproteine ist bekannt. Die Untersuchung 
des Gold(3)chlorid-Albumingleichgewichts erschien deshalb interessant, 
weil sie einen Beitrag fiir den Mechanismus der Bechhold-Villaschen 
Albuminvergoldungsmethode! liefert. Wir fiihrten unsere Unter- 
suchungen mit einem durch Elektroultrafiltration weitgehend ge- 
reinigten, definierten Eieralbumin aus. Die Methode der Albumin- 
reinigung wird im niachsten Kapitel beschrieben. 


Il. Reinigung des Albumins. 
a) Allgemeines. 

Wir gingen von Eieralbumin (Albumin ex ovis sice.) aus. Dieses 
EiweiB enthalt neben Ovalbumin etwa 6,7°,, Ovoglobulin und 1,5°, 
Ovomucoid®. Gibt man Eieralbumin in Wasser und abt es einen Tag 
stehen, so geht der gréBte Teil in Lésung bis auf das Ovomucoid und 
einen Teil des Ovoglobulins. Verdiinnt man die Lésung mit Wasser, 
so fallt eine weitere Menge Ovoglobulin aus. Wir stellten auf diese 
Weise eine klare EiweiBlisung her, die auBer Albumin noch Globuline 


1 Diese Zeitschr. 165, 250, 1925. 
2 C. Oppenheimer, Handb. d. Biochem. 
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und Salze enthalt. Die Salze wurden durch Elektroultrafiltration! 
entfernt, hierbei fallt der gr6éBte Teil des Ovoglobulins aus?. 

Wir erhielten auf diese Weise eine 3- bis 5°,ige EiweiSlésung, 
die Trockensubstanz enthielt noch 1 bis 2°, eines wasserléslichen 
Globulins*® und etwa 0.2”, Asche. die fast ausschlieBlich aus Calcium- 
phosphat bestand. Auf die Entfernung der letzten Reste des wasser- 
léslichen Globulins wurde verzichtet. 

Die so erhaltene Albuminlisung hatte ein py von 4.7, war also 
isoelektrisch. Beim Erhitzen koagulierte das Eiweif vollstindig. 

Mit dieser Lésung wurden die Gleichgewichtsuntersuchungen 
angestellt. Bevor wir zu diesen tibergehen, geben wir eine Darstellung 
der Elektroultrafiltration, wie wir sie zur Reinigung von gréBeren 
Eiweibmengen anwandten. 


b) Die Elektroultrafiltration. 


Die Anordnung von Bechhold und Rosenberg wurde so modifiziert, 
daB die Reinigung von Proteinlésungen in gréBeren Mengen durchfiihrbar 
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Abb. 1. 


war. Die zu entsalzende Eiwei®lésung befand sich in dem 1 !4 Liter fassenden 
Becherglas a, in welches zwei erlenmeyerkolbenférmige Filter aus porésem 
Porzellan 6b und b’ (Bechhold-Kénigsche Ultrafiltergerite) (Fig. 1) ein- 


1 Bechhold und Rosenberg, diese Zeitschr. 157, 85, 1925; Bechhold und 
Heymann, ebendaselbst 171, 33, 1926; E£. Heymann, Zeitschr. f. physik. 
Chem. 118, 65, 1925. 

2 Eine Unterscheidung zwischen ,,Euglobulin’ und ,,Pseudoglobulin“ 
ist beim Ovoglobulin noch nicht angéngig, da die Fraktionierung dieses 
Proteins noch nicht geniigend studiert worden ist. Wir sprechen im folgenden 
von ,,wasserléslichem‘’ und ,,wasserunléslichem‘‘ Globulin; das letztere 
ist nur in Salzlésungen léslich und entspricht dem Euglobulin des Serums. 

3 Dieses schied sich bei Halbsattigung der Lésung mit Ammonsulfat 
ab (Nachweis). 

















<r Balt dlc Sie 


26 ven 


ee Ne ae 














Gleichgewichte zwischen Albumin und Metallsalzen. 473 


tauchten; die Filter waren auBen mit einer Ultrafiltermembran tiberzogen, 
die aus einer 10°, igen Eisessigkollodiumlésung hergestellt worden waren. 
Aus Griinden, die spater erértert werden, miissen die Filter verschieden 
groB sein. Im Innern der Filter befindet sich je eine Platinelektrode, 
auBerdem sind sie durch Glasréhren mit den Saugflaschen ¢ und c’ und 
diese mit der Wasserstrahlluftpumpe verbunden. Ein Kugelriihrer d sorgt 
fiir gute Durchmischung der Fliissigkeit. Die Elektroden sind mit der 
120-Volt-Gleichstromleitung verbunden. Es findet nun eine Elektrolyse 
statt und die Elektrolysenprodukte werden durch die die Ultrafilter- 
membran durchdringende intermicellare Fliissigkeit von den Elektroden 
weggespilt und somit aus der Lésung entfernt. 


Im allgemeinen ist es nicht méglich, die Elektrolysenprodukte von den 
Elektroden vollsténdig wegzuspiilen, es wird immer eine geringe Riick- 
diffusion stattfinden. Diese wird um so schwiicher sein, je héher die Ge- 
schwindigkeit ist, mit der sich die intermicellare Fliissigkeit unter der 
Wirkung des Saugens durch die Ultrafiltermembran hindurch bewegt. 
Nun findet bekanntlich auBerdem noch eine elektroosmotische Fliissigkeits- 
bewegung von der Anode zur Kathode statt. Diese beférdert die Riick- 
diffusion der sauren Elektrolysenprodukte, wahrend sie die der alkalischen 
Hydrolysenprodukte hemmt. Infolgedessen wiirde eine Siéuerung der 
EiweiBlésung eintreten. Daneben macht sich noch das Bethe-Toropoff- 
Phainomen bemerkbar, das ebenfalls eine Séuerung bewirkt, da wir es in 
vorliegender Apparatur mit zwei negativ geladenen Membranen zu tun 
haben?. Die stérkere Riickdiffusion der sauren Elektrolysenprodukte infolge 
der Elektroosmose wird nun in vorliegender Apparatur dadurch auskom- 
pensiert, daB die filtrierende Fliche an der Kathode kleiner gewaéhlt wird 
als diejenige an der Anodenseite. Man stimmt somit die filtrierenden 
Flachen der Ultrafiltermembranen so ab, daB an beiden Elektroden die 
unter der Wirkung der Ultrafiltration und der Elektroosmose die Mem- 
branen durchdringenden Fliissigkeitsmengen ungefahr gleich groB sind. 


Auf diese Weise gelingt es, die EiweiBreinigung durchzufiihren, ohne 
daB eine starkere Séuerung der Lésung auftritt. Das py betrigt anfangs 
etwas mehr als 6 und sinkt im Laufe des Versuches (etwa 20 Stunden) auf 
etwa 4,3. Der lortschritt der Entsalzung lat sich leicht am Amperemeter 
kontrollieren. Bei unserer Apparatur bétrug die Stromstarke zu Beginn 
des Versuches etwa 1 Amp. und ist nach etwa 15 bis 20 Stunden auf 5 bis 
10 Milliamp. herabgesunken (je nach den Dimensionen des Apparats, 
Abstand und GréBe der Zellen, Dicke der Membranen usw.). Dieser Wert 
aindert sich auch bei weiterer Dauer des Versuches nicht mehr, er entspricht 
der Eigenleitfahigkeit des Proteins bei dem betreffenden py. 


Das py, das die Proteinlésung am Ende der Ultrafiltration annimmt, 
ist, wie oben schon erwéhnt, 4,3, also etwas niedriger, als dem isoelektrischen 
Punkte des Albumins entspricht. Diese Endreaktion ist fiir die quantitative 
Abscheidung des wasserunléslichen Globulinanteils nicht giinstig, da fiir 
eine méglichst vollstaéndige Abscheidung dieses Anteils zwei Bedingungen 
erfiillt sein miissen: erstens die Freiheit der Lésung von Elektrolyten und 
zweitens ein py von 5,4 (isoelektrischer Punkt des Globulins); da die 
Lésungsbestandigkeit aller Proteine (und Ampholyte iiberhaupt) im iso- 


1 Freundlich und Farmer Loeb, diese Zeitschr. 150, 522, 1924. 
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elektrischen Punkte ein Minimum ist!. Dieses py wird aber, wie aus Abb. 2 
ersichtlich, bei der Entsalzung in einem Stadium durchschritten, in dem 
die Lésung noch Elektrolyte enthalt (die Stromstiérke ist noch nicht auf 
den Minimalwert gesunken), und es ist daher zu erwarten, daf die zu Ende 
elektroultrafiltrierte Proteinlésung vom py = 4,3 noch Globulin enthalt. 
Tatsachlich trat auch stets ein Niederschlag auf, wenn die Proteinlésung 
von PH 4,3 auf py = 5,4 gebracht wurde. 
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Aus diesem Verhalten ergab sich die weitere Versuchsmethodik. Die 
elektroultrafiltrierte Proteinlésung von pq = 4,3 wurde mittels Ammoniak 
auf pa = 5,4 gebracht, wobei sich der noch in Lésung verbliebene Rest 
des wasserunléslichen Globulins abschied und abfiltriert wurde. Das Filtrat, 
das das gesamte Albumin, 1 bis 2° wasserlésliches Globulin und etwa 
0,2°% Asche enthielt, wurde alsdann wieder der Elektroultrafiltration 
unterworfen, und zwar so lange, bis das py auf 4,7 gesunken war. 


Il. Albumin und Silbernitrat. 


Da wir uns, wie eingangs erwaihnt, auf flockungsfreie Systeme 
beschrankten, wurde zunichst untersucht, wieviel Silbernitrat zu einer 
Albuminlésung hinzugefiigt werden kann, ohne da’ ein Niederschlag 
auftritt. Zu diesem Zwecke wurden mehrere Mischungsverhaltnisse 
AgNO, zu Albumin hergestellt, und zwar so, da stets die Eiweib- 
lisung der Metallsalzlisung zugefiigt wurde. 

Aus Tabelle I ergibt sich, daB die Flockungsgrenze bei einer Silber- 
nitratkonzentration von 0,03 liegt. Sie ist lediglich abhangig von der 
Silbernitratkonzentration der Lésung, jedoch nahezu unabhangig von 


1 Wir sind uns wohl bewuBt, eine kleine Ungenauigkeit zu begehen, 
indem wir die Tatsache vernachlassigen, daB der isoelektrische Punkt eines 
Proteins nicht immer den gleichen Wert hat, sondern daB er sich vielmehr 
mit der Natur der in der Lésung befindlichen Elektrolyte andert (Pauli, 
Kolloidchemie der EiweiBkérper 1, 1923, Steinkopff). 
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Tabelle I. 





; —— Konzentration 
Ne. in Aquivalenten = Albumin 
im Liter Te 
a) 
1 0.050 0,985 Starker Niederschlag 
2 0,025 0,985 
3 0.0125 0.985 -_ = 
4 0.0067 0.985 | Kein Niederschlag 
5 0,0033 0,985 
b) 
1 0,061 2,08 Starker Niederschlag 
2 0.0305 2.08 Opaleszent 
3 0,015 2,08 Kein Niederschlag 
c) 
0,061 3,12 Starker Niederschlag 
2 0.0805 3,12 Opalescent 
3 0,015 3,12 Kein Niederschlag 
d) 
1 0,05 0,985 Starker Niederschlag 
2 0,025 0,493 ) ora 
3 0:0125 0.246 Kein Niederschlag 


der Albuminkonzentration. Alle Gemische, die weniger als 0,03 Gramm- 
aiquivalente AgNO, im Liter enthalten, zeigen keineh Niederschlag. 
Nunmehr wurde in verschiedenen Gemischen, die wechselnde Mengen 
Albumin und Silbernitrat enthielten, mittels Differentialultrafiltration 
(s. allgemeiner Teil) die jeweils an das Protein gebundene Menge 
AgNO, bestimmt. 


Eine bestimmte Menge einer Silbernitratlésung von bekannter Kon- 
zentration wurde mit einer bestimmten Menge einer Albuminlésung be- 
kannter Konzentration gemischt und etwa eine halbe Stunde stehengelassen. 
Alsdann wurde ein Teil dieser Mischlésung in einen 35 ccm fassenden Ultra- 
filtertiegel'! gegeben, der innen mit einer Ultrafiltermembran ausgekleidet 
war, welche aus einer 10°,igen Eisessig-Kollodiumlésung hergestellt worden 
war. Hierauf wurden 15 ccm als Vorlauf abultrafiltriert, um die Membran 
und die Tiegelmasse mit der intermicellaren Fliissigkeit zu saéttigen ; wihrend 
der Ultrafiltration wurde die Fliissigkeit mit einem elektrisch betriebenen 
Riihrer stark geriihrt, um zu verhindern, daB das EiweiB sich als Gallerte 
au* dem Boden des Tiegels festsetzt. Die im Tiegel zuriickbleibende Lésung 
wurde verworfen, der Tiegel mit neuer Mischlésung gefiillt und von dieser 
in der oben beschriebenen Weise zweimal 2,5 ccm Ultrafiltrat abgezapft, 
in welchem das Silber nach Volhard mit n/100 NH,CNS und Mikrobiirette 
bestimmt wurde. 


Die Voraussetzung fiir die Richtigkeit der so erhaltenen Werte 
fiir das gebundene Silber ist natiirlich, dab das erhaltene Ultrafiltrat 


1 Bechhold-Kénigsche Ultrafiltergeréte, Staatl. Porzellan-Manufaktur, 
Berlin. 
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identisch ist mit der intermicellaren Fliissigkeit. Auf Grund sehr ein 
gehender Vorversuche, die an dieser Stelle nicht im einzelnen wieder 
gegeben werden sollen, kamen wir zum Ergebnis, daB dieser Bedingung 
am besten geniigt wird, wenn man in der angegebenen Weise arbeitet ! 
Trotzdem ist infolge der Notwendigkeit, mit kleinen Mengen Ultra 
filtrat zu arbeiten (um Gleichgewichtsstérungen zu vermeiden) mit 
einem Fehler von etwa 2°, zu rechnen Demgegeniiber sind die 
Stérungen, die sich aus der Tatsache ergeben, daB die hypothetische 
Salzproteinverbindung ein teilweise dissoziierter Kolloidelektrolyt ist 
und wahrend der Ultrafiltration teilweise einer Membranhydrolyse 
unterliegen kann, wohl zu vernachlassigen. Diese Stérungen werden 
iibrigens nur in Gemischen auftreten, die wenig AgNO, enthalten 
Ist die AgNO,-Konzentration dagegen gro} gegeniiber der Protein- 
konzentration, so wird die Dissoziation der hypothetischen  Salz- 
proteinverbindung praktisch vollkommen zuriickgedrangt 
Die erhaltenen Resultate zeigt Tabelle II. 


Tabelle II. 








Konaemtion des | Kogzentrtion des | Muchunenvrhlini# Von 10pg Albumin 
aquivalenten pro Liter pro Liter (Milliaquivalente aes — 
——— —— a AgNOs: 100g ioleckenen 

in der Mischlésung Albumin) 
2.0 9.9 20 13.3 
4,0 9.9 49 21,3 
6,0 9.9 60 25,5 
8.0 9.9 80 34.0 
10.0 99 100 35,5 
12,0 99 120 415 
14,0 9.9 140 42.0 
16,0 9.9 160 44.0 
24.0 9,9 240 46,5 
26,0 9,9 260 45,0 


Aus Tabelle II und Abb. 3 ist ersichtlich, daB die Bindung von 
AgNO, an Albumin einem Sattigungswert zustrebt. Die maximal 
gebundene Menge betrigt 45 Milliaquivalente pro 100g Albumin, 
d.i. 4,5.10-* Grammaquivalente pro 1g Albumin. Die maximale 
Bindung tritt erst auf, wenn etwa die vierfache Menge des Silber- 
salzes hinzugefiigt worden ist. Die Méglichkeit einer in Wasser nicht 
gespaltenen und durch Wasser nicht zerlegbaren chemischen Ver- 
bindung scheidet also von vornherein aus; in diesem Falle hatte die 
Bindungskurve die Gestalt der gestrichelten Kurve in Abb. 3 haben 
miissen. Wenn es sich um eine chemische Verbindung handelt, so 


1 Wegen zahlreicher Versuchseinzelheiten siehe die eingangs zitierte 
Dissertation von Oppenheimer. 
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kann es nur eine solche sein, die in wasseriger Losung teilweise zerfallen 
ist. Weiterhin mub bemerkt werden, dab, wie Abb. 4 zeigt, die Bindungs- 
kurve stark einer Adsorptionskurve ahnelt, wenn man, wie bei Adsorp- 
tionsversuchen iiblich, auf der Ordinate die von der Gewichtseinheit 
adsorbierte Menge (x/m) und auf der Abszisse die Gleichgewichts- 
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Abb. 4. 


konzentration (c) in der Lésung auftragt. Tragt man rm und ¢ im 
logarithmischen MaBstab auf, so erhilt man fiir einen groBen Bereich 
der Messungen eine gerade Linie (Abb. 5), d.h. ein groBer Teil der 
Bindungskurve 1aBt sich durch die Adsorptionsisot herme 


X/m= K .c'® 


wiedergeben. Im Gebiet der maximalen Bindung (Sattigung) gilt 
selbstverstandlich die Adsorptionsisotherme nicht mehr. Eine ein 
gehendere Diskussion iiber den Charakter der Bindung findet sich in 
Kap. VI. 

Biochemische Zeitschrift Band 199. 31 
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Aus Tabelle II ergibt sich, daB die von 1 g Eieralbumin maximal 
gebundene Silbermenge 4,5 . 10-4 Grammiaquivalente betrigt. Pauli 
und Matula finden, daB 1g Serumalbumin rund 5. 10~4* Gramm. 
aquivalente Silber bindet. Unser mittels Differentialultrafiltration 


gewonnener Wert stimmt also mit dem auf potentiometrischem Wege 
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ermittelten von Pauli und Matula gut iiberein. Die Form unserer 
Bindungskurve ist aber von der Paulischen ziemlich verschieden. 
Wahrend sich bei Pauli ein ziemlich geradliniger Anstieg der Kurve 
findet, ist unsere Kurve (Abb. 3) von Anfang an gekriimmt ; bei niedrigen 
Mischungsverhaltnissen AgNO, zu Albumin finden wir die gebundene 
Menge Ag etwas gréBer als Pauli und Matula. Dieser Befund kann 
folgendermaBen erklart werden: 

Das Silbernitratprotein ist — wenn wir die Existenz einer chemi- 
schen Molekiilverbindung zugrunde legen — teilweise gespalten in 
Ag*- und NOj-Ionen und in Proteinzwitterionen. Pauli und Matula 
messen die Konzentration der Ag*.Ionen, ermitteln also die Konzentra- 
tion an freiem Silbernitrat (AgNO, == Ag* + NO;) plus dem disso- 
ziierten Anteil des Silbernitratproteins; als ,,gebunden‘‘ buchen sie 
nur den Anteil Ag, der dem undissoziierten Anteil des Silbernitrat- 
proteins entspricht. Wir dagegen bestimmen den Anteil Silber, der 
ins Ultrafiltrat gelangt, d.h. Silbernitrat (AgNO, == Ag* + NO), 
nicht aber die Silberionen, die der Dissoziation des Silbernitratproteins 
entstammen (ein kleiner Teil dieser Ag*-Ionen kann ins Ultrafiltrat 
gelangen, wenn man annimmt, daf das Silbernitratprotein wahrend 
der Ultrafiltration einer teilweisen Membranhydrolyse unterliegt). 

Als ,,gebunden** buchen wir also sowohl den Anteil Ag, der dem 
undissoziierten Silbernitratprotein entspricht, als auch den Anteil, 
der aus dessen Dissoziation in Albumin, Ag* und NO; stammt. Daher 
ist es sehr erklarlich, daB wir die ,,gebundene* Ag-Menge bei kleinem 
Mischungsverhaltnis Ag NO, zu Albumin etwas gréBer finden als Pauli 
und MJatula; denn es werden in beiden Fallen (Pauli und wir) nicht 
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genau die gleichen GréBen gemessen. Daf bei groBen Mischungs- 
verhaltnissen AgNO, zu Albumin die Paulische Bindungskurve mit 
der unseren zusammenfallt, J4Bt sich zwanglos dadurch erklaren, dab 
das tiberschiissige Silbernitrat die Dissoziation der Silbernitratalbumin- 
verbindung praktisch vollstandig zuriickdrangt. 

Es war von Interesse, festzustellen, ob die in Tabelle II festgestellten 
Bindungswerte fiir AgNO, Gleichgewichtswerten entsprechen, oder 
ob etwa nach langerem Stehen gréBere Mengen Silbersalz an das EiweiB 
gebunden werden. Der Ausfiihrung dieser Versuche stehen aber insofern 
gewisse Schwierigkeiten entgegen, da nach langeren Zeiten in den 
Silbersalz-EiweiBgemischen Reduktion des Silbers auftritt, wobei 
verschiedenfarbige Silbersole entstehen. Hebt man aber die Gemische 
unter strengem LichtabschluB auf, so halten sie sich immerhin einige 
Tage, ohne daB eine wahrnehmbare Reduktion eintritt. Es wurde 
daher nunmehr die Bindungskurve von AgNO, an Albumin auf- 
genommen in Gemischen, die einen Tag unter strengem LichtabschluB 
im Eisschrank gestanden hatten. 

Tabelle III und Abb. 6 zeigen die erhaltenen Resultate. 





Tabelle I1l. 
Konzentration an Konzentration an : 
AgNO, in Milli Albumin in g | Mischungsverhaltnis Vp Se 5 —y 
aquivalenten pro Liter pro Liter AgNO; : Albumin ge N mo 











4| (Milhdquivalente : 100 g) , ess 
in der Mischung in Milliaquivalenten 





4,0 8.2 22 | 19 
8.0 8.2 44 26.1 

120 8.2 66 80.5 

16,0 8,2 I 88 85 

20:0 8.2 | 110 | 38,5 

24.0 8.2 | 132 | 42.0 

28.0 82 | 154 44'8 
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Die Bindungskurve lie sich in diesem Falle nur bis zum Mischungs- 
verhaltnis 154 untersuchen, da das Albumin doppelt so konzentriert 
war als in dem in Tabelle III aufgefiihrten Versuche; bei héheren 
Mischungsverhaltnissen trat infolge der durch die héhere Albumin. 
konzentration bedingten héheren Salzkonzentration Ausflockung des 
Albumins ein. 

Tabelle II] und Abb. 6 zeigen, daB im groBen und ganzen die 
Bindung nach 24 Stunden im gleichen Betrage erfolgt, wie nach einer 
1, Stunde; nur ist bei niederen Mischungsverhaitnissen die gebundene 
Silbermenge nach 24 Stunden gréBer als nach einer 14 Stunde. Bei 
niederen Mischungsverhaltnissen ist die Bindung offenbar nach einer 
1, Stunde noch nicht bis zu einem Gleichgewichtswert fortgeschritten, 
wahrend bei héheren Mischungsverhaltnissen sich das Gleichgewicht 
bereits nach einer ', Stunde eingestellt hat. Dieses Ergebnis laBt sich 
zwanglos durch die Annahme deuten, daB die Reaktionsgeschwindigkeit 
in Lésungen, die an Ag NO, konzentrierter sind, gréBer ist. Man kann 
aber auch annehmen, da die Bindung von Salzionen nicht nur an der 
Oberflache, sondern auch im Innern des schwammartigen Eiweilb- 
teilchens erfolgt. Zum Eindiffundieren der [onen ist aber eine gewisse 
Zeit erforderlich, die aber um so gréBer sein wird, je gréBer das Kon- 
zentrationsgefalle zwischen dem Teilcheninnern und der AuBenfliissig- 
keit ist; méglicherweise wirken beide Faktoren zusammen. 

Die Bindung von Ag und NO, kann in Aquivalentem Betrage 
erfolgen, man kénnte sich aber auch denken, daB z. B. mehr Ag ge- 
bunden wird als NO,, wobei dann bis zu einem gewissen Betrage fiir 
gebundene Ag*-Ionen Wasserstoffionen an die Lésung abgegeben 
wiirden (Austauschreaktion). Im ersten Falle mu®b das Ultrafiltrat 
der Ag N O,-Albuminmischung das gleiche py haben wie das Ultrafiltrat 
des Albumins selbst, im anderen Falle mu im Ultrafiltrat eine stark 
saure Reaktion auftreten. 

Das angewandte Albumin hatte ein py. von 4,7 bis 4,8, sein Ultra- 
filtrat hatte ein py von 4,3*. 


* Die etwas héhere H*-Konzentration des Ultrafiltrats kann folgender- 
maBen erklart werden: Die Lésung eines (kolloiden) Ampholyten, dessen 
Saéuredissoziationskonstante gréBer ist als seine Basendissoziations- 
konstante, enthalt in isoelektrischen Punkte stets etwas Séure; denn man 
kann sich die isoelektrische Reaktion dadurch entstanden denken, dal 
durch einen Zusatz von H*-Ionen die Séuredissoziation soweit zuriick- 
gedrangt worden ist, daB sie der Basendissoziation gleich wird. In unserem 
Falle werden also der Kolloidelektrolyt (Albumin) und die Séure (deren 
Natur gleichgiiltig ist) ihre Dissoziation gegenseitig zuriickdrangen. Die 
Summe der H*-Konzentrationen der intermicellaren Fliissigkeit und 
der des (isoliert gedachten, reinen) Proteins ist daher gréBer als die des 
Gemisches. 
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Die Ultrafiltrate der AgNO,-Albumingemische hatten samtlich 
ein py von 4,0 bis 4,2, enthielten also nur eine ganz unwesentlich gréBere 
Menge H*-Ionen als die Ultrafiltrate der Albuminlisung selbst. Eine 
Anderung des py von 4,3 auf 4,0 entspricht einer H N O,-Konzentration 
von '/s5999 Aquivalenten pro Liter. Diese auBerst geringe Siuremenge 
steht in keinem Verhaltnis zu der H N O,-Menge, die freiwerden miiBte, 
wenn Ag und NO, nicht in aquivalentem Verhaltnis gebunden wiirden. 
Hierzu kommt, dab das py des Ultrafiltrats bei allen Mischungsverhalt- 
nissen den gleichen Wert besitzt. Wiirde NO, zu einem geringeren 
Betrag gebunden werden als Ag, so miibte mit zunehmendem Mischungs- 
verhaltnis AgNO, zu Albumin auch die Starke der sauren Reaktion 
zunehmen. Es kann somit als bewiesen angesehen werden, daB bei 
simtlichen Mischungsverhaltnissen die Bindung beider Ionen des 
Silbernitrats an das Albumin in Aquivalentem Betrage erfolgt. In 
guter Ubereinstimmung mit diesem Befunde steht die von Pauli und 
Matula (1. c.) gemachte Feststellung. daB Zusatz von AgNO, zu einer 
Albuminlésung die elektrische Ladung des Albumins nicht verandert. 


IV. Albumin und Eisenchlorid. 


Bechhold' hat gefunden, daB in den Gemischen von Eiweib mit 
Eisenchlorid das Phainomen der sogenannten unregelméBigen Reihen 
auftritt, das auch bei hydrophoben Kolloiden beobachtet wurde. Gibt 
man zu Albumin Eisenchlorid in niedriger Konzentration, so tritt eine 
Fallung auf, die sich wieder auflést, wenn man mehr FeCl, zusetzt. 
Fiigt man noch weitere Mengen Eisenchlorid hinzu, so tritt wieder 
ein Niederschlag auf. 

Es hat sich gezeigt, de8 die bei niedriger Eisenchloridkonzentration 
beobachtete sogenannte untere Flockungszene nicht auftritt, wenn 
weitgehend gereinigtes, isoelektrisches Albumin verwendet wird (Thomas 
und Norris*, Schorn). 

Da auch hier genau wie bei Silberalbumin nur Mischungsverhaltnisse 
FeCl, zu Albumin untersucht werden sollten, in denen keine Flockung 
auftrat, wurden Reihenversuche angestellt, um zu untersuchen, bei 
welchen FeCl,-Konzentrationen Flockung des Albumins auftritt. 

Aus Tabelle 1V ergibt sich, daB eine Flockung erst bei FeCl,- 
Konzentrationen oberhalb von 0,50 n auftritt; weiter konnte gezeigt 
werden, dal die Flockungsgrenze im wesentlichen nur von der Eisen- 
chloridkonzentration abhangt und sich bei einer Anderung der Albumin- 
konzentration nur unwesentlich verschiebt. 


1 Zeitschr. f. physik. Chem. 48, 385, 1904. 
2? Journ. of Amer. Chem. Soc. 47, 501, 1925; in dieser Arbeit findet sich 
auch eine Deutung des Phinomens. 
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Tabelle IV. 
Konzentration des FeCl, ie Konsentration des 
in Aquivalenten pro Liter) Albumins in °/, Sofort Nach mehreren 
Stunden 





in der Mischung 


1,00 1,08 Starke Flockung Starke Flockung 
0,50 1,08 — Flockung 
0,25 1,08 | — -- 

0,12 1,08 — 

0,96 1,08 — — 

0,01 1,08 — — 


Nunmehr wurden in gleicher Weise wie beim Silbernitrat die 
Bindungskurven des Ejsenchlorids an das gereinigte Albumin mittels 
Differentialultrafiltration bestimmt. Es wurden zum Teil gréBere 
Mengen verarbeitet, indem die Ultrafiltration anstatt in Tiegeln in 
Ultrafilterschalen vorgenommen wurde, die etwa 100ccm faBten. 
Auf diese Weise kann eine gréBere Menge Ultrafiltrat abgezapft werden. 
ohne daB eine nennenswerte Gleichgewichtsverschiebung in der Lésung 
eintritt. Hierdurch war es méglich, gréBere Mengen zur Analyse zu 
verwenden, wodurch die Analysengenauigkeit erhéht wurde. Die 
Bestimmung des Eisens in den Ultrafiltraten geschah mit Hilfe der 
(kolorimetrischen) Ammonrhodanidmethode von Willstdtter'; es wurde 
ein Hellige-Keilkolorimeter verwendet. Der maximale Analysenfehler 
betrug etwa 2%. Das zur Herstellung der Gemische verwandte Eisen- 
ehlorid wurde erst unmittelbar vor dem Versuch in wenig Wasser 
gelést, um die Bildung kolloider Hydrolysenprodukte zu vermeiden. 
Die erhaltenen Ergebnisse zeigen die Tabellen V und VI, sowie Abb. 7. 











Tabelle V. 
: ‘Renmetetion an Konzentration an | gore — 
FeCl, in Millie Albumin i || Mischungsverhaltni Von 100¢ Albemia 
equivahennn = Liter —y Liter ¥ l Fe Loy Oech in + 
et ay oy tikibien | (Milliaquivalente : 100 g) iquivalenten 
i — .--ll 

8,08 12,0 67,4 47,4 

8,23 12,0 68,6 47,8 

9,72 | 12,0 81,1 55,1 

11,22 12,0 94,1 61,4 

12,74 12.0 106.0 63.6 

14,21 12,0 118,5 73,5 

16,45 12,0 137,2 74,6 

17,94 12,0 150,0 77,6 

19,44 12,0 162,1 85,1 

32,22 12,0 268,5 85,2 


1 Ber. d. deutsch. Chem. Ges. 58, 1152, 1920. 
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Tabelle VI. 
Konzentration an Konzentration an | Mischungsverhiltnis Von 100g Albumin 
FeCl, in Milli- Albumin in g FeCl, : Alb gebund ) mens FeCl, 
aquivalenten pro Liter pro Liter | (Milliaquivalente:100g) in Millidquivalenten 
18,32 20,8 88,0 62,0 
24,83 20,8 119.4 68,9 
30,03 20,8 144.3 76,3 
36,74 20,8 176,6 79,4 
48.64 20,8 234.0 84,5 
13,93 15,0 88,2 62,4 
80.45 15,0 521,1 85,2 
85,35 15,0 552,8 84,6 
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Mischungsverhalius FeCl (Milliaeg) zu Albumin (100g) 
Abb. 7. 


Bei niedrigen Mischungsverhaltnissen (unter 40) wird praktisch 
alles Eisen gebunden. Weitere Versuche wurden mit konzentriertem 
Albumin angestellt. 


Die von 100 g Albumin maximal gebundene FeCl,-Menge betriigt 
85 Milliaquivalente, gleichgiiltig, in welcher Konzentration das Albumin 
vorliegt. Die maximale Bindung (Sattigung des Albumins) tritt aber 
erst ein, wenn ein sehr groBer Uberschu8 von FeCl, (etwa das Drei- bis 
Vierfache) hinzugefiigt worden ist. Die Bindungskurve des FeCl, hat 
also den gleichen Charakter wie die des Ag N O, und es gelten die gleichen 
Betrachtungen, die dort angestellt wurden. 


Weiterhin wurde untersucht, ob die Bindung von Kation und Anion 
in aquivalentem Betrage erfolgt. Zu diesem Zwecke wurde in den 
Ultrafiltraten sowohl das Eisen als auch das Chlor bestimmt. Um 
gréBere Mengen zur Analyse zu haben, wurde auch hier in Schalen 
gearbeitet und 20 ccm Ultrafiltrat analysiert. Tabelle VII zeigt das 
Verhiltnis der gebundenen Mengen Fe und Cl in Aquivalenten. 


Aus Tabelle VII und Abb. 7 zeigt sich, daB die Bindung von Fe 


und Cl in aquivalentem Betrage erfolgt, wenn das Mischungsverhaltnis 
FeCl, zu Albumin groB, d.h. wenn die FeCl,-Konzentration in der 
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Tabelle VII. 


Konzentration des Albumins: 3,5°,. 





Von 100g Albumin 





Mischeneretateis | Fe mm C1 geburden 
(Milliaquivalente :100g) | ™ Ultrafiltrat ae Fe (gebunden) 
Cl Ee 
46,7 3.4 23 40 0,58 
104.0 20 36 65 0,56 
169,0 1,05 73.5 78 0,94 
322,0 0,99 87 &5 ~ 1* 
354.0 0,99 87 85 ~ 1 


* Der Quotient 87/85 wurde gleich 1 gesetzt, da die Differenz zwischen beiden Zahlen 
innerhalb der Fehlergrenze liegt. 


Lésung schon ziemlich hoch ist; und zwar erfolgt diese aquivalente 
Bindung erst in einem Gebiet, das dem maximalen Bindungsvermégen 
des Albumins fiir Eisenchlorid entspricht. Bei niedrigen Mischungs- 
verhaltnissen FeCl, zu Albumin, d. h. in Lésungen, die an FeCl, ver- 
diinnt sind, wird weniger Chlor gebunden als Eisen. 


Es liegt nahe, diese Tatsache mit der Hydrolyse des Eisen(3)chlorids 
in Verbindung zu bringen. Bei hohen Mischungsverhdltnissen FeCl, 
zu Albumin liegen im Augenblick der Vermischung neben den Albumin- 
molekeln nur FeCl,-Molekeln, sowie Fe***- und Cl--lonen vor, Hydro- 
lysenprodukte sind nur in sehr geringer Menge vorhanden. Infolge- 
dessen wird die Bindung in der gleichen Weise stattfinden, wie es beim 
Silbernitrat gefunden wurde: Fe und Cl werden in aquivalentem Betrage 
gebunden. Bei niedrigen Mischungsverhdltnissen FeCl, zu Albumin, 
also in Gemischen, in denen das Eisenchlorid in niedriger Konzentration 
vorliegt, liegt im Augenblick der Vermischung neben dem Eisen- 
chlorid und seinen Ionen schon eine betrachtliche Menge von Hydro- 
lysenprodukten vor [HCl und Fe(OH); bzw. komplexe Oxychloride‘. 
Es wird also nur ein Teil des FeCl, als solches gebunden, der andere 
Teil wird als Fe(OH), bzw. als Oxychlorid gebunden, wahrend die 
entsprechende Menge Salzsiure, wie die Bindungskurve zeigt, nur teil- 
weise gebunden wird. Wir werden in dieser Ansicht besonders auch 
durch die Tatsache bestarkt, daB unsere Chlorbindungskurve des FeCl, 
an Albumin die gleiche Form besitzt wie die Chlorbindungskurve der 
Salzsiure an Albumin, die von Manabe und Matula? durch Potential- 
messungen ermittelt worden ist. 


1 E. Heymann, Zeitschr. f. anorg. u. allgem. Chem. 171, 18, 1928, 
Richard-Lorenz-Festschrift. 
2 Diese Zeitschr. 52, 369, 1913. 
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Der Anteil des FeCl,, das als Hydroxyd gebunden wird, ist um so 
gréBer, je kleiner das Mischungsverhaltnis FeCl,: Albumin, d.h. je 
kleiner die Konzentration des FeCl, in der Lésung ist. Fiir die Tatsache, 
daB ein Teil des Eisens als Fe(OH), an das Protein gebunden ist, kann 
auch der Umstand sprechen, daB beim Vermischen von Eisenchlorid- 
lisung mit der Albuminlésung eine ziemlich starke Braunfarbung 
auftritt, die im allgemeinen den gleichen Farbton besitzt wie ein Graham- 


sches Eisenhydroxydsol. 

Nimmt man an, daB die Braunfarbung lediglich von dem gebildeten 
kolloiddispersen Eisenhydroxyd herriihrt und daB das hypothetische 
Eisenchloridalbumin keine Eigenfarbe besitzt, sc kann man den Anteil 
des Eisenchlorids berechnen, der nicht als solches, sondern als kolloides 
Hydroxyd an das Eiweif gebunden ist, und zwar durch kolorimetrischen 
Vergleich der beim Vermischen von FeCl,- und Albuminlésung auf- 
tretenden braunen Farbe mit der eines Eisenhydroxydsols, das den 
gleichen Farbton besitzt. Eine derartige Berechnung hat wohl nur die 
Bedeutung einer rohen Schatzung, da ja sowohl Farbton als auch Farb- 
intensitat von Solen vom Dispersitatsgrad abhangen. 

Diese Schitzung wurde in einem Gemisch durchgefiihrt, das 
100 Milliaquivalente FeCl, auf 100g Albumin enthielt. Sie ergab, 
dab etwa 15 bis 17°, des gebundenen Eisens als kolloides Hydroxyd 
an das Albumin gebunden sind. Als Vergleichsfliissigkeit diente eine 
Eisenchloridlésung, die die gleiche FeCl,-Konzentration besaB wie die 
Mischung, und die bei 80° véllig hydrolysiert worden war'; eine der- 
artige Lésung hat in der vorliegenden Konzentration fast genau den 
gleichen Farbton, wie cin Eisenchlorid-Albumingemisch. 

Weitere Betrachtungen liber die Bindungsverhaltnisse beim Eisen- 
chloridalbumin finden sich im SchluBkapitel. 

Eine Untersuchung iiber die Bindung des Eisenchlorids an das 
Albumin nach langerem Stehenlassen der Gemische (1 bis 2 Tage) ist 
nicht méglich, da Eisenchlorid einer fortschreitenden Hydrolyse unter 
Bildung kolloider Hydrolysenprodukte unterworfen ist, die nach der 
angegebenen Zeit schon merklich wird (£. Heymann, 1. c.). 


Vv. Albumin und HAuCi, (Chlorogoldsiure). 
In wasserigen Lésungen von HAuCl, allein liegen bereits recht 
komplizierte Verhaltnisse vor. H AuCl, ist dissoziiert in H* und AuCl, ; 


1 E. Heymann (l.c.). Bei der Messung wurde die Eigenfarbe des 
Albumins durch Verwendung eines Komparators nach Walpole (siehe 
Michaelis Praktikum der physikalischen Chemie und Kolloidchemie) aus- 
geschaltet. Niaheres siehe in der eingangs zitierten Dissertation von Oppen- 
heimer. 
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das letztere ist jedoch nach Kohlrausch' wahrscheinlich in Cl” und AuCl, 
gespalten, welches seinerseits teilweise elektrolytisch in Au*** und 3 Cl- 
und hydrolytisch in Au(OH), und 3 HC! zerfallt. Das Gold kénnte an 
das Protein also als Kation Au*** (bzw. als AuClj) oder als Anion 
AuCly oder als Hydroxyd Au(OH), gebunden werden. 

Eine genauere Untersuchung der in H AuCl,-Albumingemischen 
sich abspielenden Vorgange hatte also ein eingehendes quantitatives 
Studium der Dissoziations- und Hydrolysenverhialtnisse in reinen 
H AuCl,-Lésungen zur Voraussetzung, was natiirlich den Rahmen der 
vorliegenden Untersuchung weit tiberscheriten wiirde. 

Wenn trotz dieser sehr komplizierten Verhaltnisse Versuche iiber 
die Gold- und die Chlorbindung an das Albumin ausgefiihrt wurden, 
so geschah das, um zu versuchen, fiir die Bechhold-Villasche Albumin- 
vergoldungsmethode (I. c.) eine, wenn auch noch nicht ganz vollkommene 
chemische Grundlage zu schaffen. 

Das angewandte Praparat war ,,Goldchlorid braun“ der Gold- 
und Silberscheideanstalt. Sein Gold- und Chlorgehalt entspricht der 
Zusammensetzung H AuCl,. 

Die Chlorogoldsaiure gibt, ebenso wie die anderen untersuchten 
Salze, nur eine Fallungszone mit Albumin, und zwar bei hohen Metall- 





Tabelle VIII. 








Konzentration an Au Konzentration ‘an 
Nr. in Aquival. pro Liter Albumin in °/, 
in der Mischung 
;% 0,075 ' 1,19 Starke Flockung 
0,038 1,19 Schwache , 
0,019 1,19 Keine . 
0,009 1,19 r _ 
2 0,038 0,24 Starke i 
0,019 0,24 “ ~ 
0,009 0,24 . : 
0,005 0,24 Keine rd 
3 0,019 0,060 Starke ‘ 
0,009 0,060 9 ” 
0,005 0,060 ” ” 
0,0025 0,060 - - 
0,00125 0,060 Keine . 





1 Zeitschr. f. physik. Chem. 38, 273. 
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salzkonzentrationen. Um zu sehen, bei welchen Konzentrationen die 
Flockung beginnt, wurden einige Reihenversuche angestellt. 


Tabelle VIII zeigt, daB im Gegensatz zu den Erfahrungen beim 
Silbernitrat und beim Eisenchlorid in den H AuCl,-Albumingemischen 
die Flockungsgrenze nicht nur von der absoluten Konzentration des 
Salzes, sondern auch im hohen MaBe von der Albuminkonzentration 


abhangt!. 


Nunmehr wurde in der mehrfach beschriebenen Weise durch 
Differentialultrafiltration festgestellt, wieviel Gold in den HAuC\,- 
Albumingemischen an das Albumin gebunden ist. Die Ergebnisse zeigt 
Tabelle LX. 











Tabelle IX. 
| Konzentration an  Konzentration an 
Au in mg-At. Albumin in g Mischungsverhialtnis Von 100g Albumin 

Nr. pro Liter pro Liter Au : Albumi gebundenes Gold 

I (mg-At. : 100 g) in mgeAt. 

in der Mischung 
1 3,0 12,0 25,18 25,18 
2 5,0 12,0 42.0 42.0 
3 


6,5 12,0 54,4 54,3 


Keines der Ultrafiltrate zeigte bei der Goldbestimmung nach 
Vanino einen Niederschlag von Gold. Mit Kaliumcarbonat und Wasser- 
stoffsuperoxyd erhitzt, blieb Ultrafiltrat Nr.1 vollkommen farblos, 
Nr.2 zeigte eine gerade erkennbare Rosafirbung (Goldsol), Nr. 3 
zeigte eine etwas deutlichere Rosafarbung. Jedoch ist auch die Rosa- 
farbung dieses Ultrafiltrats noch schwicher als die eines Goldsols, das 
durch Reduktion (K,CO,, H,O,) einer Goldchloridlésung hergestellt 
wurde, welche nur 0,1 Milliaquivalent im Liter enthalt, also nur 0,5°, 
der Goldkonzentration besitzt, die bei Versuch Nr.3 herrschte. Es 
sind also auch bei dem héchsten Mischungsverhaltnis Au zu Albumin 
mehr als 95,5°, des Goldes an das Albumin gebunden worden?. 


In den von uns untersuchten Mischungsverhaltnissen findet also 
eine praktisch vollstandige Bindung des Goldes an das Albumin statt. 
Héhere Mischungsverhaltnisse HAuCl, zu Albumin wurden nicht 


1 Wurden die verschiedenen Gemische am Licht stehengelassen, so 
trat Reduktion unter Bildung von roten und violetten Goldsolen auf; 
in Gemischen, die das Gold in héherer Konzentration enthalten, schied sich 
das Gold in makroskopischen Flitterchen ab. 

2 Wir haben uns selbstverstandlich durch eingehende Versuche davon 
iiberzeugt, da8 wahrend der Filtration keine Reduktion des Goldes in der 
Membran oder in der keramischen Masse stattfand, auch eine Adsorption 
des Goldchlorids an Tiegel oder Membran fand nicht statt. 








488 E. Heymann u. F. Oppenheimer: 


untersucht, da bei ihnen stets eine Flockung des Proteins auftrat. 
Die Bindungskurve kann also nicht bis zum Sattigungswert verfolgt 
werden; die untersuchten Mischungsverhaltnisse entsprechen wahr- 
scheinlich nur dem allerersten Teil der Kurve. 

Weiterhin wurde untersucht. in welchem Betrage das Chlor an 
das EiweiB gebunden wird. Die Ergebnisse zeigt Tabelle X und Abb. 8. 


Tabelle X. 





Mischungsverhaltnis Von 100g Albumin Von 100g Albumin fo 
Au: Albumin gebundenes Au gebundenes Cl Cl (gebunden) 
(mg+At. : 100 g) in mgsAt. in mgsAt. 


Au(gebunden) 
25,18 25,18 62,33 

42.0 42.0 100,75 

54.4 54.4 133.0 
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Abb. 8. 


Aus Tabelle X ergibt sich, daB stets weniger Cl gebunden wird, 
als dem Verhaltnis AuCl, entspricht; es werden vielmehr auf ein Au 
etwa 21. Cl gebunden. 

Der naheliegende SchluB hieraus ist der, daB das Gold an das 
Albumin zum gréBeren Teile als AuCl,, zum kleineren (etwa 15 bis 
20°.) als Au(OH), bzw. AuO(OH) gebunden wird, das durch teilweise 
Hydrolyse des AuCl, entstanden ist ; die dem Goldhydroxyd aquivalente 
Menge Salzsaure bleibt ganz oder teilweise unverbunden. 

Beim Vermischen der hellgelben Lésung von H AuCl, mit der Albumin- 
lésung tritt stets ein orangefarbener Ton auf. 


Wahrend fiir das Silbernitrat- und das Eisenchloridalbumin aus 
der Form der Bindungskurven ohne weiteres gefolgert werden kann, 
daB die hypothetische Verbindung in wasseriger Lésung teilweise zer- 
fallen ist und somit auch durch viel Wasser in die Komponenten 
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(Albumin + Salz bzw. dessen Hydrolysenprodukte) zerlegt werden 
kann (s. spater), kann man beim Goldchloridalbumin derartige Schliisse 
nicht ziehen, da man nur einen kleinen Teil der Bindungskurve 
experimentell realisieren kann. Es wurde daher versucht, in Gemischen 
von HAuCl, und Albumin von verschiedenem Mischungsverhaltnis 
die hypothetische Verbindung durch Auswaschen mit Wasser auf dem 
Ultrafilter zu zerlegen!. Das Auswaschen auf dem Ultrafilter wurde 
so lange fortgesetzt, bis das Filtrat keine Chlor- und keine Goldreaktion 
mehr zeigte (Cassius Purpurprobe). Alsdann wurde im Tiegelinhalt 
das Gold nach Vanino bestimmt. Es zeigte sich, daB stets nur etwa 
10 bis 20°,, des Goldes auswaschbar waren, d. h. nur 10 bis 20°, waren 
durch Wasser abspaltbar. Das Chlor dagegen ist nahezu quantitativ 
auswaschbar. 


Hieraus ist zu folgern, dab wahrend des Auswaschens das an das 
Albumin (sei es chemisch, sei es adsorptiv) gebundene Goldchlorid 
hydrolysiert wird; das hierbei entstehende kolloide Gold(3)hydroxyd 
ist natiirlich nicht imstande, die Ultrafiltermembran zu durchdringen, 
und gelangt somit nicht ins Ultrafiltrat. Es ist mithin sehr wahrschein- 
lich, dab auch die hypothetische Goldchloridalbuminverbindung durch 
Wasser zerlegt werden kann. Es ist aber sehr wohl denkbar, daB das 
hierbei entstehende Au(OH), eine Kolloidverbindung mit dem Albumin 
eingeht. 

VI. Theoretisches. 


In Abb. 9 sind auf der Abszisse die Mischungsverhaltnisse Metall- 
salz zu Albumin in Millidquivalenten pro 100g Albumin, auf der 
Ordinate die vom Eiwei gebundenen Mengen Metallsalz, ebenfalls in 
Millidquivalenten pro*%100 g Albumin aufgetragen. 


Gibt man zu einer Albuminlésung AgNO, oder FeCl,, so wird 
niemals die gesamte zugegebene Salzmenge gebunden, vielmehr bleibt 
ein mehr oder minder groBer Teil unverbunden in der intermicellaren 
Flissigkeit, und zwar ist der gebundene Anteil relativ um so gréBer, 
je kleiner das Mischungsverhiltnis Metallsalz zu Albumin ist, oder, 
wenn wir die Albuminkonzentration konstant halten, wird aus der 
verdiinnten Metallsalzlésung relativ mehr aufgenommen als aus der 
konzentrierten. Bei hGheren Mischungsverhaltnissen gehen die Bindungs- 
kurven von AgNO, und FeCl, in einen der Abszisse parallelen Ast 
liber: es tritt Sattigung des Albumins mit Metallsalz ein. Diese maximale 


1 Experimentell wurde so verfahren, daB die Mischlésung in einen 
Ultrafiltertiegel gebracht, durch Ultrafiltration auf ein Viertel eingeengt, 
mit destilliertem Wasser aufgefiillt, wieder auf ein Viertel eingeengt 
wurde usw. 
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Bindung findet aber erst statt, wenn die Konzentration des in der 
Lésung verbliebenen Anteils des Metallsalzes ein Mehrfaches (Drei- bis 
Vierfaches) der gebundenen Menge betragt. Die maximal gebundene 
Menge Metallsalz ist unabhangig von der absoluten Konzentration an 
EiweiB und Metallsalz. 1 g Albumin bindet maximal 4,5 . 10-* Gramm- 
aquivalente AgNO, bzw. 8,5.10~4 Grammaquivalente FeCl,. Legt 
man fiir das Molekulargewicht des Albumins den Wert von 35000 zu- 
grunde, der sich iibereinstimmend aus den Arbeiten von Sutherland! 
(Diffusionskonstante), von Sérensen und Mitarbeitern? (osmotischer 
Druck) und von The Svedberg und Fahreus* (Ultrazentrifugierung) 
ergibt, so bindet 1 Molekel Eieralbumin 16 Molekeln AgNO, bzw. 
10 Molekeln oder 30 Aquivalente FeCl,; die maximal gebundene Menge 
Au ist, wie sich aus Abb. 9 ergibt, noch erheblich gréBer. Aus den 
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Messungen von Frisch, Pauli und Valko* errechnet sich, dab 1 Molekel 
Eieralbumin maximal 47 Molekeln Salzsiure bindet (allerdings erst 
wenn die Lésung einen etwa 30fachen UberschuB an Salzsaure enthilt). 
Kine Albuminmolekel bindet also eine verschieden groBe Anzahl von 
Molekeln der einzelnen Elektrolyte. 


Es sind von zahlreichen Forschern zwei Méglichkeiten einer Bindung 
von Neutralsalzen an Proteine diskutiert worden, die einer Adsorption 
und die einer chemischen Bindung. 


Fir eine adsorptive Bindung kann der Umstand sprechen, daB 
alle hydrophilen Kolloide starkes Adsorptionsvermégen besitzen und 
daB auch Stoffe wie Agar-Agar und Dextrin Alkalichloride zu binden 


1 Phil. Mag. 54, 1905. 

2 Zeitschr. f. physik. Chem. 108, 1918; 106, 1919. 
3 Ebendaselbst 121, 65, 1926. 

* Diese Zeitschr. 164, 462, 1925. 
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vermiégen, obwohl man keine chemische Wechselwirkung bei einer 
derartigen Bindung annehmen zu kénnen glaubte (Richter'), Und 
sogar in dem Falle der Salzsiurebindung an Albumin, die sich schwer 
unter dem Gesichtspunkt einer Adsorption deuten lieB, wiesen Jzaguirre 
und Wo. Ostwald? auf die Méglichkeit einer adsorptiven Bindung hin. 


Es ist im vorangegangenen gezeigt worden, da$ unsere Bindungs- 
kurven fiir Ag N O, sich fiir einen groBen Bereich durch die Adsorptions- 
isotherme 

ad ,  . clin 

m 
wiedergeben lassen, und auch der von Pauli und von uns gefundene, 
der Abszisse parallele Ast der Bindungskurve (der der Siattigung ent- 
spricht) ist auch bei Adsorptionsvorgangen gefunden worden. Doch 
ist bekanntlich die Tatsache, daB ein Vorgang durch die Adsorptions- 
isotherme darstellbar ist, noch kein Beweis fiir seinen adsorptiven 
Charakter*, und auch Freundlich selbst hat ein derartiges Postulat 
nie aufgestellt. 


So 1aBt sich z. B. die Reaktion zwischen Glykokoll und Chlor- 
kalium durch die Adsorptionsisotherme darstellen (Oryng und Pauli, 
l.c.), obwohl beide Stoffe echt gelést sind, eine Adsdérption in dem 
iiblichen Sinne also gar nicht stattfinden kann. Weiter sei daran er- 
innert, daB die Bindungskurven von Alkali an Stirke sowohl dem 
Massenwirkungsgesetz als auch — wenn auch nicht ganz befriedigend — 
der Adsorptionsisotherme geniigen (Rakowsky*). In neuerer Zeit 
haben K. Hess und Messmer® bei der Reaktion zwischen dem Kupfer- 
amminkation und dem Cellwosenatrium -unter gewissen Voraus- 
setzungen das Massenwirkungsgesetz bestatigt gefunden, wahrend 
Baur® zeigte, daB die Hess-Messmerschen Messungen der Adsorptions- 
isotherme geniigen; trotzdem ist nach Hess und Messmer? an dem 
chemischen Charakter der Reaktion nicht zu zweifeln. 


1 Zeitschr. f. physik. Chem. 80, 443, 1912. 

2 Kolloid-Zeitschr. 82, 51, 1923. 

% Angesichts dieser Tatsache haben wir auch gar nicht versucht, 
unsere Kurven nach der Schmidtschen oder der Arrheniusschen Isotherme 
zu berechnen, welche der Adsorptionssaéttigung Rechnung tragen; denn 
auch hier wiirde die formale Darstellbarkeit durch eine der genannten 
Formeln nichts beweisen. 

4 Kolloid-Zeitschr. 11, 2, 12, 4. 

5 Ber. d. deutsch. Chem. Ges. 54, 834, 1921; Ann. d. Chim. 12, 1150, 
1914. 

® Kolloid-Zeitschr. 36, 257, 1925. 

? Ebendaselbst 36, 260, 1925. 
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Es ergibt sich also, daB aus der Form der Bindungskurven allein 
eine sichere Unterscheidung nicht méglich ist. 


P. Pfeiffer’ und Wo. Pauli sehen die Metallsalz-Eiwei}verbindungen 
als Molekiilverbindungen an, schreiben also den Bindungen den Charakter 
von Nebenvalenzen zu. Eine wichtige Stiitze fiir diese Anschauung 
bietet die Tatsache, dab P. Pfeiffer und seine Schiiler definierte Ver- 
bindungen von Neutralsalzen mit Aminosiuren und Peptiden dar- 
gestellt haben; diese Stoffe ahneln auch in bezug auf andere Eigen- 
schaften (z. B. Aussalzbarkeit) den Proteinen?. 


Angesichts der Tatsache, da8 es zurzeit aussichtslos ist, Metallsalz- 
EiweiBbverbindungen rein darzustellen, fallt es schwer, ihren chemischen 
Charakter zu beweisen, zumal ja auch — von prinzipiellen Bedenken 
ganz abgesehen — eine Darstellung der Bindungskurven durch das 
Massenwirkungsgesetz in Analogie zu der Untersuchung von Rakowsky 
(l. c.) an der Starke unméglich ist. Denn wahrend die Starke aus gleich- 
artigen Elementarbausteinen (C,H,,O;) aufgebaut ist, haben wir es 
bei den Proteinen mit sehr verschiedenartigen Elementarbausteinen 
zu tun; und man mu annehmen, daB die einzelnen bindungsfahigen 
Gruppen des Proteins sich einem Salz gegeniiber ganz verschieden 
verhalten. 


Findet man also z. B. bei einem bestimmten Mischungsverhaltnis 
Salz zu Protein, daB 80°, der Sattigungsmenge des Salzes gebunden 
ist, so bedeutet das natiirlich nicht, daB noch 20°, der Proteinmolekeln 
unverbunden vorliegen. Vielmehr mu man annehmen, da’ samtliche 
Proteinmolekeln Salz gebunden haben, daB aber an ein und derselben 
Proteinmolekel nur ein Teil der bindungsfahigen Gruppen an der 
Reaktion teilgenommen hat, wihernd die Gruppen mit geringerer 
Affinitat zu dem Salz noch nicht in Aktion getreten sind. Wir haben 
es hier also wahrscheinlich mit mehreren Gleichgewichten zu tun, die 
sich tiberlagern; und zwar werden so viele Gleichgewichte existieren, 
als es bindungsfahige Gruppen von verschiedeer Affinitat zu dem 
Salz gibt. 


Gibt man zu einer Albuminlésung steigende Mengen Metallsalz, 
so muB man annehmen, da zunichst die NH,- und COOH-Gruppen 
mit starker Affinitat zu dem Salz abgesittigt werden; erst bei Zugabe 
gréBerer Mengen nehmen die ,,schwicheren“ Gruppen Salzmolekeln 
auf. Das EiweiSmolekiil verhilt sich also formal so, wie eine Partikel, 
die an verschiedenen Stellen ihrer Oberflaiche ein verschieden grobes 


1 P. Pfeiffer, Organische Molekiilverbindungen, Stuttgart 1922. 
2 Pfeiffer und Wiirgler, Zeitschr. f. physiol. Chem. 97, 187, 1916. 
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Adsorptionspotential besitzt. Es besteht daher die Méglichkeit, dab 
die Bindungskurven, wie wir sie gefunden haben, Adsorptionskurven 
aihneln und durch die Adsorptionsisotherme darstellbar sind, auch 
wenn jeder einzelne an der Oberfliche des Proteinteilchens sich ab- 
spielende Vorgang einen chemischen Charakter besitzt. 


Weiter méchten wir darauf hinweisen, da die modernen Adsorp- 
tionstheorien (Haber, Langmuir, Polanyi, Eucken, Lorenz und Lande’) 
die Adsorption letzten Endes auf Restvalenzen des Adsorbens und des 
Adsorbats zuriickfiihren, so dab wir fiir den Fall der Metallsalzeiweib- 
bindung keinen prinzipiellen Gegensatz zwischen der Adsorptions- 
auffassung und der Vorstellung als Molekiilverbindung  erblicken 
kénnen? (vgl. auch K. H. Meyer und H. Mark*). 


Unter ausdriicklicher Betonung dieser Gesichtspunkte nehmen 
wir im folgenden mit Pauli und Pfeiffer an, dab die Metallsalz-Eiweib- 
verbindungen Molekiilverbindungen sind, sehen darin aber im Gegensatz 
zu den eben genannten Forschern keinen prinzipiellen Widerspruch 
gegen die Adsorptionsauffassung. 


Auch die Tatsache, dab, wie in vorliegender Untersuchung gezeigt 
wurde, ein Albuminmolekiil eine verschieden grobe Anzahl von Molekiilen 
verschiedener Salze bindet, spricht nicht gegen eine Bindung durch 
chemische Nebenvalenzen; denn wir kénnen, worauf schon Pauli und 
Hirschfeld* hingewiesen haben, annehmen, dai die verschiedenen 
bindungsfihigen Gruppen des Proteins einzelnen Salzen gegeniiber 
ein ginzlich verschiedenes Verhalten zeigen kénnen. Auf Grund der 
sehr spezifischen Reaktionen zahlreicher organischer Verbindungen mit 
Metallsalzen unter Bildung definierter Molekiilverbindungen kann 
man annehmen, da eine bestimmte Gruppe des Proteins z. B. FeCl, 
bindet, dagegen nicht Ag N Q,. 

Aus der Bindungskurve fiir Silbernitrat ergibt sich, daB es sich 
um eine Molekiilverbindung handelt, die in wasseriger Lésung teilweise 
zerfallen ist. Man muB® aber auf Grund der vorangegangenen Uber- 
legungen annehmen, daB das (gesittigte) Silbernitratalbumin nicht 
im Gleichgewicht steht mit Silbernitrat und Albumin, sondern mit 
einem Silbernitratprotein, bei dem nicht samtliche bindungsfahigen 


1 Literatur s. Freundlich, Kapillarchemie. 

2 Wir méchten an dieser Stelle darauf hinweisen, daB vielleicht auch 
die Frage, ob die Toxin-Antitoxinbindung einen chemischen oder adsorptiven 
Charakter besitzt, sich durch die hier angedeutete Betrachtungsweise wird 
erledigen lassen. 

3 Ber. d. deutsch. Chem. Ges. 61, 608, 1928. 

* Diese Zeitschr. 62, 245, 1914. 
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Gruppen mit Silbernitrat abgesattigt sind, und unverbundenem Silber- 
nitrat, etwa im Sinne der Gleichung: 

[A<'cod bt = [ a. hen th “1 xAgNO,* 
AlbCOOH),|Agm UL S(COOH), | Agen — re 

Man kann annehmen, dab dieses auf der rechten Seite der Gleichung 
stehende, niedriger beladene Metallsalzprotein mit einem noch niedriger 
beladenem im Gleichgewicht steht. Das niedrigst beladene Silbernitrat- 
albumin stiinde dann mit freiem Albumin und Silbernitrat im Gleich- 
gewicht. 

Die obige Gleichung kennzeichnet das Gleichgewicht, das sich 
einstellt, wenn gerade die Menge Silbernitrat zugegeben wird, die 
maximal gebunden werden kann; aus unserer Bindungskurve wiirde 
sich ergeben, dab in diesem Falle etwa 50°, des zugegebenen Silber- 
nitrats gebunden werden. Erst wenn ein grober Uberschu8 an Silber- 
nitrat zugegeben wird, verschiebt sich das Gleichgewicht von rechts 
nach links, es tritt maximale Bindung auf. Der von Pauli ermittelte 
Wert fiir die maximal gebundene Menge stimmt mit dem unseren, 
auf ganz anderem Wege erhaltenen, iiberein. Die von Pauli auf Grund 
von Uberfiihrungsversuchen und Viskositaétsmessungen angenommene 
Aquivalenz der Bindung von Anion und Kation wurde von uns durch 
Analyse der intermicellaren Flissigkeit bewiesen. 

Die Molekiilverbindung kann dann in einer der von Pauli und 
Schén (1. c.) diskutierten Moéglichkeiten dissoziieren. 

Beim Eisenchloridalbumin liegen die Verhaltnisse komplizierter. 
Bei hohen Mischungsverhdltnissen FeCl, zu Albumin liegt sehr wahr- 
scheinlich zum grébten Teile eme Molekilverbindung vor, die der 
Silbernitratverbindung analog ist: 4 

[aw<ic H)n | Clom, 
(COOH), | Fe,, 

Die Bindung von Fe und Cl erfolgt auf Grund unserer Versuche . 
in aquivalentem Betrage. 

Bei niederen Mischungsverhdlinissen FeCl, zu Albumin wird 
weniger Cl gebunden als Fe. Hieraus, sowie aus der bekannten Tat- 
sache, da Eisenchloridlésungen in den hier in Frage kommenden 


* Es braucht nicht m = n zu sein; dieser Fall ist im Einklang mit 
dem oben Gesagten nicht einmal wahrscheinlich. Auf Grund der An- 
schauungen von N. Bjerrum (Zeitschr. f. physik. Chem. 104, 147, 1923) 
miiBte man die Formeln fiir das Protein bzw. das Proteinsalz in der Zwitter- 


ionenform schreiben, also 


(AN H3)n 71 (N O5)m 
[Am<icod, | . 


Agim 
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Konzentrationen bereits stark hydrolysiert sind, folgern wir, dab der 
nicht hydrolysierte Teil des Eisenchlorids mit dem Albumin in der 
gleichen Weise wie Silbernitrat reagiert, so dal eine Molekiilverbindung 


(N Hy), Cls in —z) 
| aib- “COO ba | i, 


entsteht; hier sind noch nicht alle bindungsfahigen Gruppen durch 
FeCl, abgesittigt. Mit dieser Verbindung reagiert das Hydrolysen- 
produkt Fe(OH),* etwa nach folgender Gleichung: 

AN Hg), oe 


z Fe(OH), 4 [ ab. (COOH), | Fe 


(m—z) 

(N Hy), in x) 
(COOH), | Fe,,, 
wahrend die gleichzeitig mit dem Fe(OH), entstandene Salzsiure 
unverbunden in der intermicellaren Fliissigkeit verbleiLt. Die so ent- 
standene Verbindung kann dann in der von Pauli und Flecker! an- 


E Fe (OH), . Alb 


=z) 


gegebenen Weise dissoziieren. 

Pauli und Flecker' kommen auf Grund ihrer Leitfahigkeits- und 
Viskositatsuntersuchungen zu einer von der unseren etwas abweichenden 
Darstellung der Verhaltnisse, auch schitzen sie die maximal gebundene 
Menge FeCl, auf 1.6.10~% Grammiaquivalente pro 1g Albumin, 
wihrend wir nur 8,5 . 10~* Grammaquivalente finden. Angesichts der 
Tatsache jedoch, daB unser Wert durch direkte Analyse der inter- 
micellaren Fliissigkeit gefunden, wahrend der Pauli-Fleckersche Wert 
aus indirekten Messungen erschlossen wurde, méchten wir unseren 
Wert fiir den richtigeren halten; die genannten Autoren bezeichnen 
selbst ihren Wert als eine Schatzung?. 


Fiir die Bindung des Goldchlorids bzw. der Chlorogoldsiure an 
das Albumin kénnen sichere Feststellungen nicht gemacht werden, 
da sich die Bindungskurve infolge des Auftretens einer Flockung bei 
schon verhiltnismaBig kleinen Mischungsverhaltnissen H AuCl, 
zu Albumin nicht weit genug verfolgen laBt. Es liegt hier ein dem Eisen- 
chloridalbumin ahnlicher Fall vor, da stets weniger Chlor gebunden 
wird, als dem Verhaltnis Au: 3 Cl entspricht. Wahrscheinlich bildet 


* Genauer miiBte man es als Oxychlorid [n Fe(OH) J, schreiben 
(vgl. EB. Heymann, 1. c.). 

1 Diese Zeitschr. 41, 461, 1912. 

2 Zu beriicksichtigen ware noch, daB der Pauli-Fleckersche Wert 
mit Serumalbumin, der unsere mit Eieralbumin gewonnen ist. Nach den 
Erfahrungen, die bei der Silbernitrat- und der Salzséurebindung an beiden 
Proteinen gemacht wurden, ist ein so groBer Unterschied in der maximalen 
Bindung fiir beide Proteine nicht wahrscheinlich. 


82° 
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sich bei den hier allein in Frage kommenden niedrigen Beladungs- 
verhaltnissen ebenfalls eine Molekiilverbindung: 


(N H,),, age 


| x Au(OH), . Alb: (COOH), Ay 


m— wz) 
wihrend die restliche Salzsiure unverbunden bleibt. 


Das Silbernitrat-Glutin ist durch viel Wasser vollkommen zerlegbar 
(Pauli und Matula, |. c.); fiir das Silbernitratalbumin ist aus der 
Form der Bindungskurve das gleiche zu folgern. Im Widerspruch 
hierzu stehen allerdings Befunde von Schorn (1. c.). Weiterhin konnten 
wir wahrscheinlich machen, daB auch das Goldchloridalbumin zerlegbar 
ist, und eine analoge Schlubfolgerung ergibt sich fiir das Eisenchlorid- 
albumin aus den Versuchen von Schorn. Nur ist in den beiden letzt- 
genannten Fallen das basische Hydrolysenprodukt in Wasser unldslich, 
liegt also als Kolloid vor, und kann daher durch Dialyse oder Ultra- 
filtration nicht vom Albumin getrennt werden, mit dem es méglicher- 
weise eine Kolloidverbindung eingeht. 


Zusammenfassung. 
1. Es wurde die Reinigung gréBerer Mengen Eiweil} durch Elektro- 
ultrafiltration beschrieben. 


2. Es wurde bei verschiedenen Mischungsverhaltnissen Metallsalz 
zu Albumin die mit dem Metallsalzprotein im Gleichgewicht stehende 
Menge unverbundenen Metallsalzes durch Analyse der intermicellaren 
Fliissigkeit bestimmt und auf diese Weise die Bindungskurven von 
Silbernitrat, Eisenchlorid und Goldchlorid (Chlorogoldsaure) an weit- 
gehend gereinigtes, isoelektrisches Albumin studiert. Die intermicellare 
Fliissigkeit war zur Vermeidung von Gleichgewichtsstérungen durch 
Abzapfen einer sehr kleinen Menge Ultrafiltrat aus den Metallsalz- 
albumingemischen (Differentialultrafiltration) gewonnen worden. 


x 


3. Die maxima! gebundenen Mengen Silbernitrat und Eisen- 
chlorid sind nahezu unabhangig von der absoluten Konzentration des 
Albumins und des Salzes; es wird aber maximal mehr Eisenchlorid 
gebunden (8,5. 10~* g-Aquivalente pro Gramm Albumin) als Silber- 
nitrat (4,5 . 10-4 g-Aquivalente pro Gramm Albumin). Beim Silber- 
nitrat findet bei allen Mischungsverhaltnissen die Bindung von 
Kation und Anion in dquivalentem Betrage statt, beim Eisenchlorid 
dagegen nur bei hohen Mischungsverhaltnissen ; bei niedrigen Mischungs- 
verhiltnissen wird mehr Fe gebunden als Cl. Ein analoger Befund 
ergab sich fiir das Goldchlorid. 


4. Die verschiedenen Méglichkeiten einer Bindung zwischen 
Metallsalz und Albumin werden diskutiert. Mit Pauli und Pfeiffer 
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wird die Existenz von Molekiilverbindungen (Nebenvalenzbindung) 
angenommen; doch ist hierin kein prinzipieller Gegensatz gegen die 
Annahme einer Adsorptionsverbindung zu sehen. 

5. Fir das Silbernitratalbumin wird eine Formel vom Typus 


(N H,),, (N Os)» 
| ale <cutie tie 


om 

angenommen; das Eisenchloridalbumin hat wahrscheinlich bei hohem 
Mischungsverhiltnis FeCl, zu Albumin einen analogen Aufbau. In 
Gemischen, die wenig FeCl, enthalten, werden dagegen Molekiil- 
verbindungen vom Typus 

(N H,), eae 


E Fe(OH); . Alb 09 0H), 


. 
F Com — 2) 


angenommen. Beim Goldchloridalbumin liegen die Verhaltnisse wahr- 
scheinlich ahnlich wie beim Eisenchloridalbumin. 


Vorliegende Untersuchung wurde in den Jahren 1926 und 1927 
ausgefiihrt. 
Es ist uns ein Bediirfnis, Herrn Prof. Dr. H. Bechhold fiir die 


Anregung zum Studium der Metallsalzproteine, sowie fiir die wohl- 
wollende Férderung durch wertvolle Ratschlige unseren Dank aus- 


zusprechen. 











Fortgesetzte Untersuchungen iiber den Wirkungsbereich der 
Phosphatase. 


Von 
Carl Neuberg und Kurt P. Jacobsohn. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


Die von der Natur gelieferten stickstofffreien Phosphorsiure-ester 
leiten sich von Polyhydroxylverbindungen ab und sind primare Ester. 
Auber diesen normalen Substraten sind kiinstlich bereitete Phosphor- 
siure-ester einfacher Alkohole und Phenole’? der Phosphatase zu- 
ganglich, von den Phenol-abkémmlingen sicher auch die sekundaren 
Ester (C. Newberg und J. Wagner). Weiterhin haben C. Newberg, 
J. Wagner und K. P. Jacobsohn® gezeigt, daB Phosphorsiure-ester der 
hydroaromatischen Reihe ebenfalls der fermentativen Spaltung fahig 
sind. Dabei wurde zugleich der Beweis gefiihrt, daB trotz des bemerkens- 
werten Mangels an Substratspezifitat die Phosphatase sich asymmetrisch 
betitigt. Die Reaktionsgeschwindigkeit, mit der beispielsweise der 
Phosphorsiure-ester des d- und 1-Borneols von dem Ferment zerlegt 
werden, ist bei den optischen Antipoden so erheblich verschieden, dal} 
sich auf die Spaltung mittels Phosphatase eine Methode griinden laBt, 
aus dem Phcsphorsaure-ester des Racemats mit ein und demselben 
Enzym und im gleichen Operationsgange die nach einander frei 
werdenden Paarlinge zu isolieren. 

Die phosphatatische Wirkung macht aber nicht bei Derivaten der 
Ortho-phosphorsiure halt. Wie in der Mitteilung von Newberg und 
Wagner! aus dem Jahre 1926 beschrieben ist, wird das Di-kaliumsalz 
des Di-phenylesters der Pyro-phosphorsdure, K,(C,H;).P,0,, gleichfalls 
von dem Ferment zerlegt. Es war dies der erste Fall, in dem die 
Spaltbarkeit eines Pyro-phosphats nachgewiesen wurde. K. Lohmann* 


1 C. Neuberg und J. Wagner, diese Zeitschr. 171, 485, 1926. 

2 R. Iwatsuru, ebendaselbst 1738, 348, 1926. 

3 CO. Neuberg, J.Wagner und K.P. Jacobsohn, ebendaselbst 188, 
227, 1927. 

4 K. Lohmann, Naturwissensch. 16, 298, 1928. 
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hat unlingst die bemerkenswerte Beobachtung gemacht, dab auch das 
reine anorganische Kalium-pyro-phosphat, K,P,O,;, durch ein im 
Muskelbrei vorhandenes Ferment zu Ortho-phosphat hydrolysiert wird. 
Jiingst hat 7. Kitasato’ mitgeteilt, daB Meta-phosphorsdiure in Form 
ihres Natriumsalzes durch ein Ferment, das sich in der Taka-diastase, 
der Hefe sowie in tierischen Organen vorfindet, zur Ortho-phosphorsaure 
hydratisiert wird; die damals zu 20°, angegebene Ausbeute an Ortho- 
phosphat hat der Autor inzwischen verbessern und auf nahezu 100°, 
bringen kénnen. 

Aus diesen Feststellungen ergibt sich, daB Derivate von allen be- 
kannten drei Formen der Phosphorsdure® fermentativ gespalten werden, 
wobei als Endprodukt Ortho-phosphat auftritt. 


Man darf dieses in der Fermentchemie, soweit wir sehen, vereinzelt 
dastehende Verhalten vielleicht mit dem Umstande in Beziehung 
setzen, daB eben Phosphorsaure-verbindungen verschiedensten Baues 
in den Zellen vorkommen und bei der Bedeutung der Phosphorsaure 
fiir die vitalen Prozesse dem Ab- und Umbau zuginglich sein miissen. 


Um das Material iiber die Reichweite des offenbar wichtigen Ferments 
zu vermehren, haben wir eine Anzahl weiterer, zum Teil neu dargestellter 
Substanzen daraufhin gepriift, ob sie dem Zugriff der Phosphatase 
erliegen. Die hier mitzuteilenden Versuche betreffen die Mono-methyl- 
phosphorsdure, das Tri-methyl-phosphat, den Phosphorsdure-ester des 
Methyl-propyl-carbinols, CH,—CH(OQH)—CH,.CH,.CH,, sowie als 
héchstes Glied der Reihe die Cetyl-mono-phosphorsdure, C,,H,, .O 
.PO,H,. Als eine Verbindung der hydroaromatischen Reihe, die 
ein noch héheres Moiekulargewicht als die friiher (l.c.) von uns dar- 
gestellten und in enzymatischer Hinsicht gepriiften Borneol-phosphor- 
sauren, C,,H,,.0.PO,H,, aufwies, wurde die auf einem neuen 
Wege bereitete Cholesterin-mono-phosphorsiure, C,H, .O . PO,H,, in 
den Kreis der Untersuchungen gezogen. 


Alle diese erwihnten Substanzen sind Derivate der Ortho-phosphor- 
siure. Um weitere Abkémmlinge der Pyro-phosphorsdure verwenden 
zu kénnen, haben wir noch drei Derivate derselben, den Di-o-kresol- 
pyro-phosphorsdure-ester, den Di-m-kresol-pyro-phosphorsdure-ester sowie 
schlieBlich den Di-a-naphthol-pyro-phosphorsdure-ester, bereitet und 
gepriift. 


1 T. Kitasato, diese Zeitschr. 197, 257, 1928. 

2 Ester der fiinfwertigen Phosphorséure, P(OH)s, sind neuerdings 
durch eine wichtige Verédffentlichung von L. Anschiitz und Mitarbeitern 
(Ann. 454, 71, 1927) zuganglich geworden und sollen gelegentlich zu Enzym- 
studien dienen. 


oe 
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Diese Substanzen erwiesen sich simtlich als enzymatisch spaltbar, 
mit Ausnahme des Tri-methyl-phosphats, das sich bisher als ebenso 
resistent erwiesen hat wie friiher das Tri-phenyl-phosphat!. 

Bei der erwahnten sek.-Normal-amyl-phosphorsaure ist wiederum 
asymmetrische Wirkungsweise konstatiert worden. 

Die Reichweite der Phosphatase erstreckt sich also vom einfachsten 
Phosphorsdure-ester, der méglich ist, bis zu den héchst-molekularen und 
komplizierten Vertretern dieser Gruppe. 


Alle Einzelheiten ergeben sich aus den Daten des experimentellen 
Teiles. 
Experimenteller Teil. 
A. Ortho-phosphorsdure-ester. 
I. Einwirkung von Phosphatase auf Methyl-ortho-phosphorsiure-ester. 
1. Mono-methyl-phosphorsiure (CH, . 0. P0O,H,). 
Substrate. 


Die Darstellung dieser Substanz erfolgte nach der Vorschrift von 
J. Cavalier? durch Einwirkung von Methanol auf Phosphorséure-anhydrid 
und anschlieBende Trennung der neutralen Ba-Salze des Mono- und Di- 
methyl-esters durch fraktionierte Kristallisation. Das Mono-methyl-phosphat 
wurde dann mit verdiinnter H,SO, in das kristallisierte lésliche saure 
Ba-Salz verwandelt und dieses durch Ba- und P-Bestimmungen identifiziert. 
(Der Di-methyl-ester wurde in Form seines Pb-Salzes analysiert, wies 
jedoch ungenauen Pb- und P-Gehalt auf, so da®B die fermentative Spaltbar- 
keit eventuell auf Verunreinigungen mit Mono-methyl-phosphat bezogen 
werden kann.) 


Enzymatische Hydrolyse des Mono-methyl-o-phosphorsdure-esters. 


Das saure Ba-Salz des Mono-methyl-phosphats wurde im Mal}- 
kéjbchen mit einem minimalen |berschu8 von Natriumsulfat in das 
Natriumsalz iibergefiihrt und das ausgefallene Bariumsulfat abfiltriert ; 
aliquote Teile des Filtrats, in dem das saure Natriumsalz der Mono- 
methyl-phosphorsaure, CH, .O.PO,NaH, zugegen war, wurden der 
enzymatischen Hydrolyse mit Taka-phosphatase und tierischer Phos- 
phatase aus Nieren und Leber unterworfen. 





Die Verseifung der Verbindung verlief glatt, besonders mit pflanz- 
licher Phosphatase. Der frei gewordene Methylalkohol wurde nach 
Destillation sowohl kolorimetrisch als auch durch Methoxy!-bestimmungen 
quantitativ ermittelt. Die fermentfreien Lésungen des methyl-phosphor- 
sauren Salzes blieben unter gleichen Verhiltnissen unzerlegt. 





1 C. Neuberg und J. Wagner, 1. c¢. 
2 J. Cavalier, Chem. Centralbl. 1899, I, 20. 
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a) Beschreibung eines Spaltversuches mit Taka- phosphatase. 


Stammldésung A: 1 g Ba-Salz in 50 cem Lésung (umgesetzt mit Natrium- 
sulfat und filtriert). 


Stammldésung B: 0,5 g Taka-phosphatase in 25 ccm Wasser. 


Versuchslésung I: 


10cem Stammlésung A und 
SO ew °° B 


Versuchslésung II (Kontrolle 1): 
10cem Stammlésung A 
10 ., Wasser 
Versuchslésung III (Kontrolle 2): 


1l0cem Stammldésung B 
10 ., Wasser 


Verfolgung der P-Abspaltung. 
leem Lésung entspricht 10 mg Ba-Salz: 
(CH, . PO, H ), Ba + H,O Molekulargewicht : 377.6] 

0) a ae ee lf. 
i nD + 2 ws ok ae = oo 
10mg Ba-Salz enthalten 1,64 mg Phosphor in organischer Bindung 

und 1,70 ,, CH,OH 


Lésung II blieb unzerlegt. Der Gehalt der Taka-phosphatase an an- 
organischem P wurde an Lésung IIT bestimmt und der erhaltene Wert von 
den kolorimetrisch ermittelten P-Werten der Versuchslésung I abgezogen. 

Spaltungsergebnisse. 

Von 1,64 mg organisch gebundenem Phosphor, der pro Kubik- 

zentimeter zu Versuchsbeginn vorhanden war, wurden mineralisiert: 


> eee 


) a 
 aeel< 2 a 4 os oe ee 
me ee, BOS aa “a oe 


Die Hydrolyse war also nach 5 Tagen bis zu 81 °,, vorgeschritten. 


Bestimmung des Paarlings. 


Die Bestimmung des Methylalkohols wurde nach 5 Tagen vor- 
genommen. 


Zu diesem Zwecke wurden je 10 cem von jeder Lésung unter Zugabe 
von 10cem Wasser iiber 0,3 g¢ Calciumcarbonat destilliert und 15 cem 
aufgefangen; das Destillat wurde iiber 5 cem sehr verdiinnter Schwefelsaure 
rektifiziert, indem wieder 15ccm iibergetrieben wurden. Diese Lésung 
wurde durch anreichernde Destillation auf 10 ccm eingeengt und zur Be- 
stimmung des Methanols verwendet. 
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1. Kolorimetrische Analyse nach Denigés-v. Fellenberq'. leem des 
Destillates wurde im MaBkélbchen auf 10cem verdiinnt; von dieser 
Losung wurde 1 ccm kolorimetrisch mit einer Standardlésung verglichen, 
die im ganzen 0,08 mg Methylalkohol enthielt. In 1 cem des zehnfach ver- 
diinnten Destillates waren 0,143 mg CH,OH, folglich in 1 cem Haupt- 
destillat 1,43 mg CH,OH und in 10cem desselben, die 10 cem Urlésung 
(Versuchslésung I) entsprechen, 14,3 mg Methanol zugegen, wahrend 17 mg 
als Ester der fermentativen Hydrolyse unterworfen gewesen waren. Ab- 
gespalten sind also 84°. 

Die Destillate der Versuchslésungen II und III enthielten keinen 
Methylalkohol. 

2. Methoryl-bestimmung nach Zeisel. 5cem Destillat (= 5cem Ur- 
lésung) dienten zur Methoxyl-bestimmung. Hierin wurden 6,68 mg CH,OH 
gefunden. Das macht fiir 10 cem Destillat, entsprechend 10 ccm Urlésung, 
13,36 mg CH,OH aus. 


Die Methanol-abspaltung hatte also nach diesem Befunde 79°, 
erreicht, gegeniiber 84°,, die durch die kolorimetrische Holzgeist- 
analyse angezeigt waren, und gegeniiber 81°, die aus der Phosphat- 
abspaltung (s. 8S. 501) folgen wiirden. 


b) Beschreibung eines Spaltversuches mit tierischer 
Phosphatase. 


Zur Anwendung gelangten frische Pferdeleber und Pferdeniere, 
die in zermahlener Form als solche in den Stépselflaschen unter anti- 
septischen Bedingungen mit dem Substrat in Beriihrung gebracht 
wurden. 

Stammldésung: 1 g Ba-Salz in 50 cem Lésung (mit Natriumsulfat um- 
gesetzt und filtriert). 

Ansatz I: Stammlésung ... . 20ccm | 

EPS oc S Ae See 
Ds «wd ea we ee TD 
Ansatz II: Stammldésung . . peed 
0 ES aa 
fra 
wees Beet eee wt tt lk \ 

(Kontrolle 1): Toluol . . . . leem } 

Ansatz IV: Niere ....... 10g | 

(Kontrolle 2): Toluol . . . ... leem/f 


1 cem von Ansatz I und II entspricht 4 mg Ba-Salz = 0,656 mg P 
in organischer Bindung. 


+ Wasser zu 100 cem 


+ Wasser zu 100 cem 


+ Wasser zu 100 ccm 


+ Wasser 100 cem 


Bei der langen Haltbarkeit des Esters in wasseriger Lésung er- 
iibrigte sich fiir obige Versuchsreihe eine neue Kontrolle. Das jeweils 
in den Ansitzen III und IV aus organischer Bindung abgespaltene 
Quantum der anorganischen Phosphorsiiure wurde, ebenso wie die 


1 Th. v. Fellenberg, diese Zeitschr. 85, 69, 1918. 
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fermentative Hydrolyse des Esters in Lésung I und II, kolorimetrisch 
festgestellt und von den P-Werten des eigentlichen Ferment-Substrat- 
ansatzes in Abzug gebracht. 


Spaltungsergebnisse. 
Von 0,656 mg Phosphor, die bei Versuchsbeginn in organischer 
Bindung zugegen waren, wurden abgespalten: 





Mit Leber: Mit Nieren- 
phosphatase phosphatase 


mg mg 


Nach 1 Tag..... 0,195 0,276 
Same. 3 os 0,330 0,627 
5 0,414 0,627 


v0 ‘oa 
ee < eo 0,558 = 


Fermentative Spaltung 
om Hmme .. «s+ 85% 96 %, 


2. Tri-methyl-phosphat (CH,), P 0,. 


Dieses Substrat wurde, ebenfalls nach Angaben von Cavalier (Il. c.), 
durch Einwirkung von Jod-methyl auf Silber-phosphat bereitet. Das 
isolierte Produkt destillierte unter 12mm Druck scharf bei 79° iiber und 
war dann farblos. Dieser Ester konnte trotz seiner Wasserldslichkeit weder 
durch pflanzliche noch durch tierische Phosphatase zerlegt werden. 


Il. Einwirkung 
von Phosphatase auf methyl-propyl-carbinol-phosphorsaures Kalium. 


Darstellung des Substrats. 


In einem Rundkolben wurden 16 g Phosphor-pentoxyd in Ather 
suspendiert; durch einen aufgesetzten Kiihler tropften innerhalb einer 
Stunde 24 ccm sekundaren Normal-amylalkohols ein, der durch Re- 
duaktion von Methyl-propyl-keton mit Natrium! gewonnen war. Das 
Phosphorsaure-anhydrid ging bei Zimmertemperatur allmahlich in 
Lésung; die Reaktion wurde auf dem Wasserbade vollendet, indem der 
Ather noch 3 Stunden in schwachem Sieden belassen wurde. Darauf 
wurde die atherische Lésung von etwas unverbrauchtem Pentoxyd ab- 
gegossen, der Ather verdunstet und der restierende Sirup in wenig 
Wasser geléist. Das saure Liquidum wurde nunmebhr unter Eiskiihlung 
mit festem Kaliumcarbonat neutralisiert und das Wasser im Faust- 
Heimschen Apparat verdampft. Der Riickstand wurde mit 98 °igem 
Alkohol extrahiert und die alkoholische Lésung vom ungeldsten 
Kaliumcarbonat und Kaliumphosphat abgesaugt. Das Filtrat wurde 


1 L. Clarke, B. 40, 353, 1907. 
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in vacuo verdampft und der zuriickbleibende Sirup von neuem mit 
absolutem Alkohol aufgenommen; dann wurde filtriert, der Alkohol 
im Vakuum vertrieben und das Residuum in Wasser geldst. 


Zwecks Analyse des Kérpers wurde durch Umsetzung mit Barium- 
chlorid das Ba-Salz hergestellt. Es stellte sich jedoch heraus, daB P- 
wie Ba-Werte zwischen den fiir mono- und di-amyl-phosphorsaures 
Jarium errechneten Prozentzahlen lagen. 

Fiir die Fermentversuche wurde daher die oben beschriebene 
Lisung des Kaliumsalzes direkt verwendet, deren P-Gehalt jedesmal 
durch Salpetersaure-Perhydrol-Veraschung ermittelt wurde. 


Die K-salz-lésung der Methyl-propyl-carbinol-phosphorsaure zeigt 
stark hydrotropische Eigenschaften!. 


Enzymatische Spaltung des Esters. 


Die Kalium-salz-lésungen der Amyl-phosphorsiure wurden in 
gewohnlicher Anordnung der Einwirkung der Taka-phosphatase unter- 
worfen. 

Die Flissigkeit wurde zu diesem Zweck mit Acetatpuffer auf pq 7,0 
gebracht. Die Abspaltung des organisch gebundenen Phosphors wurde 
kolorimetrisch verfolgt, nachdem der Gehalt des Fermentmaterials an 
anorganischem Phosphat durch Anfangsbestimmung festgestellt war. 
Der Gehalt an Amylphosphat war durch Veraschung eines aliquoten 
Teiles der Versuchslésung bestimmt. 


Vorversuche hatten die weitgehende fermentative Hydrolysierbar- 
keit des Amylphosphats durch Taka-phosphatase und ebenso Haltbarkeit 
wiasseriger Lisungen des Substrats (ohne Fermentzusatz) ergeben. 


Der Hauptwert bei diesen Fermentversuchen wurde auf den Beweis 
der stereochemischen Spezifitat der Phosphatase gegeniiber dem Substrat 
gelegt. Deshalb wurde die Fermentwirkung nach Eintritt einer etwa 
50° igen Hydrolyse des Esters durch Aufkochen des Ansatzes unter- 
brochen; der abgespaltene Alkohol wurde dann anreichernd ab- 
destilliert? und polarisiert. Darauf wurde der Destillationsriickstand 
unter Beigabe neuen Taka-ferments auf das alte Volumen gebracht und 
die Spaltung fortgefiihrt. 


! Vgl. C. Neuberg, diese Zeitschr. 76, 107, 1916. 

? Bei Erhitzung des Gemisches erfolgte erwiesenermaBen keine Zer- 
setzung des noch unangegriffenen Esters. Toluol konnte bei diesen Ver- 
suchen nicht als Antisepticum zugegeben werden, weil es bei der Wasser- 
dampfdestillation mit dem freien Amylalkohol tibergeht und sich schwe1 
von ihm abtrennen laBt. 
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Beschreibung eines enzymatischen Spaltversuches. 


Ansatz: Kaliumsalzlésun~g. . . .... . . . 1000cem 
1°,ige Taka-phosphatase-lésung . . . 1000 


Die kolorimetrische Analyse ergab zu Beginn: 
Fiir leem Ansatzlésung 0,224 mg anorganischen P 
- = - 2,000 ., organischen + anorganischen P, 
also 


fiir leem Ansatzlésung 1,776 mg organischen P und 
2000 =, re 3.552 g organischen P. 


l. Verfolgung der Spaltung. 

Von 1,776 mg pro Kubikzentimeter zu Versuchsanfang in Ester- 
form anwesendem Phosphor waren nach 14 Stunden 0,86 mg ab- 
gespalten, entsprechend einer Hydrolyse von 48 °,,. 

Von der gesamten Menge wurden aus einem Claisenkolben zur 
Isolierung des abgespaltenen Amylalkohols zunachst 450 ccm iiber- 
getrieben. 

Darauf wurden zum erkalteten Destillationsriickstande von neuem 
10 ¢ Takaferment in 450 ccm Wasser gefiigt und so das alte Volumen 
wieder hergestellt. Dann wurde der Gehalt dieser neuen Ansatz- 
lésung an anorganischem Phosphor abermals bestimmt, um ihn bei 
den Spaltungswerten in Rechnung stellen zu kénnen. 

Von 1,776 mg pro Kubikzentimeter zu Versuchsbeginn vorhanden 
gewesenem organischem P waren nach weiteren 15 Stunden wieder 
0,30 mg P und nach 2 Tagen noch 0,18 mg P pro Kubikzentimeter 
abgespalten, so daB nunmehr im ganzen 0,86 mg + 0,30 mg — 0,18 mg 

1,34 mg Phosphor losgelést waren, was einem Spaltungsgrad von 
75°, entspricht. Der fermentativ aus der Esterbindung frei gewordene 
Amylalkohol wurde wiederum abdestilliert. 


2. Aufarbeitung der Amylalkohol-fraktionen. 

Die wiasserigen Amylalkohol-destillate brauchten nur zweimal 
einkonzentriert zu werden; bei der zweiten Prozedur wurden 10 bis 12 com 
aufgefangen, und auf diesen schwamm die Hauptmenge des Carbinols 
als élige Schicht. Das Methyl-propyl-carbinol wurde mit einer Pipette 
abgehoben, iiber Natriumsulfat getrocknet, nochmals destilliert und 
direkt polarisiert. 

Ausbeuten an Amylalkohol: 

1. Fraktion . . . . . . 3.0ccem 
1,6 


» 


Polarisationen: 


1. Fraktion . ... . [a]lp = — 0,65° 
2 tas . falp = + 2,7° 
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Auch in anderen Versuchen von gleicher Anordnung konnten 
Amylalkohole mit entgegengesetzter optischer Aktivitét und mit noch 
héheren spezifischen Drehungen isoliert werden. 

Zweites Beispiel: 

1. Fraktion .. ... . [aly 2,1° 
2. os oon ge 8 oe +- 3,2°, 


wahrend fiir reines Methyl-propyl-carbinol [a], etwa 13° betragt. 


Ill. Einwirkung von Phosphatase auf Cetyl-phosphorsiure. 


Die Cetyl-phosphorsiure wurde nach J. Biehringer' dargestellt. 


Enzymatische Spaltung des Esters. 


Eine abgewogene Menge der wasserunlislichen Cetyl-phosphor- 
siure wurde in der Hitze mit verdiinnter Kalilauge gelést und diese 
Fliissigkeit unter Zugabe von Toluol mit Taka-phosphatase stets bei 
pu 7.0 bis 7,3 (Acetatpuffer) im Brutschrank von 
Die Abspaltung des anorganischen Phosphors wurde kolorimetrisch 


37° aufbewahrt. 


verfolgt. 
Beschreibung eines Spaltversuches. 
Stammlésung A: 0,5 g¢ Ester in 25 cem Wasser (als K-Salz) 
B: 0,5g Taka-phosphatase in 25 ccm Wasser 
Lésung I: 10 cem Stammlésung A 
a. os * B 
0.2 .,  Toluol 
Lésung IT: 10 cem Stammildésung A 
(Kontrolle 1): 10 =, «Wasser 
0,2 ,, Toluol 
Lésung IIT: 10 Stammlésung B 
(Kontrolle 2): 10 Wasser 
0.2 ,, Toluol 
leem Lésung I enthielt 10mg Ester 0,963 mg P in organischer 
Bindung. 
[Cet yl-phosphorsaure, C,, H,, .O.PO,H, (Molekulargewicht 322.3); 
P = 9,63%.] 
Lésung II blieb unzersetzt ; die P-Werte fiir Lésung ITT, die den P-Gehalt 
des Enzyms angeben, wurden von den Werten der Lésung I subtrahiert. 
Von 0,963 mg zu Versuchsbeginn in organischer Bindung vorhandenem 
P waren abgespalten 
el a a 
Pe » « 6 ae eo @ 4 we Ra el 6 ee ee 
5 = . 2 a a ar a Je et 5a 
in tea hk eee wha ee ee 
el Aa & eee Se a ee ee Oe 
Nach 25 Tagen war der Ester zu 50°; hydrolysiert. 


1 J. Biehringer, B. 88, 3974, 1905. 
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IV. Einwirkung von Phosphatase auf Mono-cholesterin-ortho-phosphorsiure. 
(Mitbearbeitet von Joachim Wagner.) 


Darstellung. 


10 g Cholesterin, in 100 cem trockenem Ather gelést, werden mit 
4g Phosphorpentoxyd 8 bis 10 Stunden am Riickflubkihler zum ge- 
linden Sieden erhitzt. Das Phosphorsaure-anhydrid geht allmahlich in 
Lésung, waihrend ein brauner voluminéser Niederschlag auftritt. Der 
Ather wird verdunstet, das restierende Rohprodukt in viel Chloro- 


form gelést und durch langeres Erwarmen mit Tierkohle gereinigt. 
Aus der eingeengten und filtrierten Fliissigkeit scheidet sich dann das 
kristallisierte Produkt langsam ab; es laBt sich nunmehr leicht aus 
Chloroform umkristallisieren und auf diese Weise rein gewinnen. 

Die Cholesterin-phosphorsaure erhalt man in amorphem Zustande 
durch Ausfallen mit Aceton aus der Lésung des Rohprodukts in Chloro- 
form. Bei zweimaliger Umfallung gewinnt man 3 bis 4g der freien 
Saure in analysenreinem Zustande. Die Ausbeute an kristallisierter 
Cholesterin-phosphorsaure betragt (ohne Aufarbeitung der Mutter- 
laugen) 2 bis 3g bei Inangriffnahme von 10g Cholesterin. Sie stellt 
ein farbloses Kristallpulver dar, das einen Schmelzpunkt von 187° 
(unkorrigiert) aufweist. Sie ist in Wasser unldéslich, schwer léslich 
in Alkohol, leichter in Chloroform. 

Die Substanz dhnelt dem vor Jahren von J. A. Mandel und 
C. Neuberg' beschriebenen Cholesterin-schwefelsdure-ester, der durch 
Behandlung von Cholesterin in Pyridinlésung mit Schwefelsiure-mono- 
chlorid erhalten wurde. 


Die Cholesterin-phosphorséure wurde im Hochvakuum bei Zimmer- 
temperatur zur Gewichtskonstanz getrocknet. Die Phosphor-bestimmungen 
erfolgten gravimetrisch nach Verschmelzung der Substanz mit der 20fachen 
Menge Soda-Salpeter-Mischung (1: 3). Zur Kohlenstoff - Wasserstoff- 
Bestimmung wurde die Verbindung mit Kalium-di-chromat vermischt. 

0,2104g¢ Substanz: 0,0505g Mg, P,O., 
0.2308 g ” : 0,0562 g Mg, P,O,, 
0,2310¢ “ : 0,5899g¢ CO, und 0,2154g H,O. 
C,H, .O0.PO,H,. Ber.: P = 6,7, C = 69,5, H 10,2 %; 
(466,4) gef.: P 6,7, C 69,6, H 10,4 °., 
P = 6,8. 
Spezifische Drehung. 
[alp 36,0° (a 0,55°; 1 2c 0,763), 
[alp 35,95° (a = — 0,52°; 1 2, c = 0,723). 
Die Polarisationen wurden mit Chloroform-Lésung ausgefiihrt. 


Auf andere Weise, mittels Phosphoroxychlorid in Pyridinlésung, 
haben H.v. Euler und A. Bernton®? Cholesterylphosphat dargestellt. Sie 


1 J. A. Mandel und C. Neuberg, diese Zeitschr. 71, 186, 1915. 
2 H.v. Euler und A. Bernton, B. 60, 1724, 1927. 
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geben den F. zu 195 bis 196° an, doch nichts iiber ein Drehungsvermégen, 
so daB ein genauerer Vergleich nicht méglich war. 


Enzymatische H ydrolyse. 

Die fermentative Spaltung! des Esters wurde durch Taka-phos- 
phatase bewerkstelligt. Die Siure wurde in Wasser suspendiert und 
nach Hinzufiigung der zentrifugierten Enzymlésung in gut schlieBen- 
den Glasstépselflaschen im Brutschrank bei 37° aufbewahrt. Zur Ver- 
meidung von Bakterien-entwicklung wurde | °,, des Fliissigkeitsvolumens 
an Toluol hinzugegeben. Das py der Versuchslosung war das natiirliche. 
Eine Pufferung der Ansitze bewirkte keine Beschleunigung der 
Hydrolyse. Die bei der Spaltung frei werdende Phosphorsiaure steigerte 
die Aziditat schwach, so da mit Acetatpuffer das Anfangs-py 5,6 
wieder hergestellt wurde, wozu wenige Tropfen ausreichten. Als Kon- 
trollen fiir die enzymatische Spaltung dienten: 1. Die Beobachtung 
einer Suspension des Esters in Wasser sowie 2. die fortlaufende Priifung 
einer Lésung des Taka-fermentes von derselben Konzentration wie im 
Hauptversuch, um jeweils den Gehalt des Enzymmaterials an anorga- 
nischem Phosphor feststellen zu kénnen. Eine Selbstzersetzung des 
Substrates trat wahrend wochenlanger Digestion bei 37° in keinem Falle 
ein. Die Spaltung der Cholesterin-phosphorsaure mit Takaferment ging 
nur langsam vor sich; sie erreichte bei einem Versuch erst nach 
7 Wochen ihren Stillstand bei einer Hydrolyse von 90°). 

Der Grad der enzymatischen Spaltung wurde durch kolorimetrische 
Phosphorsaéure-bestimmungen ermittelt. SchlieBlich wurde auch das 
abgespaltene Cholesterin gravimetrisch als Digitonid nach der Methode 
von A. Windaus? (in der Modifikation von Hess Thaysen)* bestimmt. 
(Ungespaltene Cholesterin-phosphorsiure wird durch Digitonin nicht 
gefallt.) 


Beschreibung eines Spaltversuches. 


Ansatz I: 10g Saure 
12g ee ee 5.6 
, 0,0. 
240 ccm Wasser 
2,4 ,,  Toluol 
Ansatz II: 0,1 g Séure 


(Kontrolle 1) 24 cem Wasser } pg = 5,6. 
0,24 ,, Toluol 
Ansatz III: 0,2g Taka-phosphatase 
(Kontrolle 2) 40 cem Wasser 
0,4,, Toluol. 
l cem des Gemenges in Ansatz I enthalt '/.4 ¢ = 4,167 mg Esterséure 
= 0,277 mg P. 


1 Kurz erwahnt bereits diese Zeitschr. 197, 257, 1928. 
2 A. Windaus, H. 65, 110, 1910. 
3 Th. E. Hess Thaysen, diese Zeitschr. 62, 95, 1914. 
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P-Abspaltung. 

Zur Verfolgung der enzymatischen Hydrolyse wurde bei Beginn des 
Versuchs sowie nach 2, 6, 10 und 46 Tagen aus den drei Ansiitzen je 1 cem 
entnommen. Nach Zugabe von 5 ccm Trichloressigsiure (10 °,,ig) wurde 
der P-Gehalt von 3 cem Filtrat, d. h. ', cem der Urliésung, kolorimetrisch 
bestimmt. Die Priifung auf anorganischen Phosphor in der Suspension 
des Substrats ohne Ferment ergab nur Spuren. Der Phosphorwert 
des Taka-enzyms, bestimmt durch Kolorimetrierung der Versuchs- 
lésung III, wurde von dem fiir Ansatz I ermittelten Wert abgerechnet. 


Nach 2 Tagen waren pro ccm 0,066 mg P abgespalten 
Sia - » » C2. F - 
a ts % - » ON. F 
a - ” » 0,250 ,, P 


Die Saure war also nach 7 Wochen zu 90°, hydrolysiert. 


Bestimmung des Paarlings. 


Zur Bestimmung des Paarlings wurden vom Ansatz I 220 ccm 
sorgfaltig filtriert. Das Filter, auf dem ungespaltener Ester sowie frei 
gewordenes Cholesterin verblieben, wurde mit kochendem Alkohol 
extrahiert, die alkoholische Lésung darauf verdampft, der dicke Riick- 
stand in 96 °,igem Alkohol aufgenommen und im MeBkolben auf 100 com 


aufgefiillt. 

3ccm dieser Lésung wurden dann in der Hitze mit 10 ccm einer 
1% igen Lésung von Digitonin in 92°%,igem Alkohol, die gleichfalls 
zum Kochen erwarmt waren, gefallt; das abgeschiedene Cholesterin- 
digitonid wurde nach 12 Stunden auf einem Schottschen Glas-filter 
gesammelt, mit Alkohol und Ather gewaschen und bei 100° getrocknet. 


Gefunden wurden in 3ccm Lésung 
0,0769 g Cholesterin-digitonid 
= 0,0769 x 0,243 g Cholesterin 
=: 0,0187 g Cholesterin. 


Somit sind in den 100 ccm der alkoholischen Lésung insgesamt 0,62 g 
Cholesterin enthalten. 


Berechnet werden fiir 240 ccm Ansatzlésung, die 1 g Ester mit 
0,828 g Cholesterin enthalten, bei 90 °,iger Spaltung 0,745 g Cholesterin ; 
aufgearbeitet waren aber nur 220 ccm Ansatzlésung, denen 0,683 g 
Cholesterin entsprechen. 

Biochemische Zeitschrift Band 199 83 








510 C. Neuberg u. K. P. Jacobsohn: 


B. Pyro-phosphorsdure-ester. 
Darstellung und Verhalten. 
1. Di-o-kresol-pyro-phosphorsaures Kalium. 
Darstellung des Esters. 


Die Darstellung des Esters geschah in Anlehnung an eine friihere 
Untersuchung tiber die Gewinnung der Di-phenyl-pyro-phosphorsaure!. 

107 g getrocknetes Phosphoroxychlorid wurden in 350 ccm wasser- 
freien Pyridins eingetropft und zu dieser Mischung 54g frisch de- 
stilliertes o-Kresol in wenig Pyridin unter Eiskiihlung langsam zu- 
gegeben. Nach zweistiindigem Stehenlassen bei Zimmertemperatur 
wurde das iiberschiissige Pyridin im Vakuum bei etwa 35° abdestilliert 
und das Kaliumsalz der o-Kresol-pyro-phosphorsaure unter Zerlegung 
der vorhandenen Chlor-derivate mit Kalilauge (1:1) unter guter Eis- 
kiihlung bereitet. Nach dem Abdampfen des Reaktionsgemisches im 
Vakuum resultierte ein gefiirbtes Produkt, das mit je 500 com 90 °),igem 
Sprit zweimal extrahiert wurde. Wahrend im wesentlichen Kalium- 
chlorid und -phosphat ungeléist zuriickblieben, ging das _ o-kresol- 
pyro-phosphorsaure Kalium in Lésung und schied sich nach dem Ein- 
engen der alkoholischen Lésung im Vakuum in Kristallen ab. Die 
Ausbeute betrug 47 g, d. h. 43°, der theoretisch erreichbaren Menge 
(berechnet auf das angewendete o-Kresol). 

Der Ertrag stieg bei Ausfallung eines in Lésung gebliebenen Anteils 
durch Aceton, jedoch ist das auf diese Weise erhaltene Produkt amorph 
sowie stark chlorhaltig; es kristallisierte schwerer. 

Der direkt kristallisiert erhaltene Anteil war frei von anorganischem 
Phosphor, aber noch etwas chlorhaltig. Das Salz wurde noch zweimal 
aus 96° .igem Alkohol umkristallisiert und lag dann vollig rein vor. 

Das Di-kaliumsalz des Di-o-kresol - pyro - phosphorsaure - esters 
scheidet sich in farblosen Nadeln ab. Es ist sehr leicht léslich in Wasser, 
schwerer in Alkohol, unléslich in Ather, Aceton und Chloroform. Das 
Estersalz ist stark hygroskopisch. Seine wisserige Lésung bleibt 
wochenlang unzersetzt; auch die feste Substanz zersetzt sich nur sehr 
langsam, sie hat keinen Schmelzpunkt. 

Die Alkalisalze des Esters sind spielend wasserlislich, weniger 
die Erdalkali- und Schwermetallverbindungen, sofern sie aus starken 
Lésungen gefillt werden. Eine m/20 Lésung der Verbindung gab mit 
m/20 BaCl,, SrCl,, MgCl,, CaCl,, ZnSO,, MnSQ,, CdCl,, Be SO, keine 
Fallung im Gegensatz zur Phenyl-pyro-phosphorsaure. Dagegen erzeugen 
Bleiacetat und Uranylacetat in denselben Konzentrationen Nieder- 
schlige, ebenso Benzidin in essigsaurer Lésung. Zusatz von Phenyl- 
hydrazin-acetat ruft erst in zehnfach héherer Konzentration einen 


1 CC, Neuberg und J. Wagner, 1. ¢. 




















ere 


re}. 
ser - 
de- 
zu- 
tur 
iert 
ung 
cis- 

im 
em 
1m- 
sol- 
‘in- 
Die 
nge 


eils 


rph 


em 
nal 
or. 
ers 
er, 
Jas 
ibt 
ahr 


yer 
en 
nit 
ine 
ren 
er- 
yl- 
en 











Wirkungsbereich der Phosphatase. 511 


Niederschlag hervor. Die freie Siure wird weder durch Essigséure noch 
durch Mineralsiuren aus der Lisung ihres Kalium-salzes ausgefillt. 

Das Salz konnte im Hochvakuum bei 100° getrocknet werden. Die 
P-Analyse erfolgte nach Veraschung mit Soda-Salpeter-mischung auf 
gravimetrischem Wege. Fiir die K-Analyse empfiehlt es sich, vor der Aus- 
fallung des Kaliums als Perchlorat das Kresol mit Salpeterséure zu zerstéren. 
Genaue Angaben siehe bei Neuberg und Wagner (1. c.). 

0,5125 ¢ Substanz ergaben 0,2660g¢ Mg, P,O, 


0,2403 g a és 0,1239 g Mg, P,O,, 
0,1767 g - - O1lllg KCIO,, 
0,1547 g = 0,1005 g KCIO,. 


K,(C,H;),P,0;. Ber.: P 14,29, K 18,00 °,; 
(434.4) gef.: P 14,47, K 17,74%, 
P = 14,37, K 18,30 °,.. 
Nach den Analysen liegt unzweifelhaft ein Pyrophosphat-derivat vor, 
dem folgende Struktur zugeschrieben werden kann: 
OK 


O=PS0 0, Hy. CH, 


O 
O- ean - CH, 


Enzymatische Spaltung des Esters. 
a) Hydrolyse durch pflanzliche Phosphatase. 

Das K-salz wurde in 1°,iger Lésung in gut getrockneten Glas- 
stépselflaschen mit Taka-phosphatase bei 37° im Brutschrank belassen. 
Zur Wahrung der Sterilitét wurde zu Beginn des Versuchs 1°, des 
Fliissigkeitsvolumens an Toluol hinzugesetzt. Der Eintritt saurer Re- 
aktion infolge fermentativer Abspaltung von Phosphorsaure wurde durch 
Zugabe von kohlensaurem Calcium als Bodenkérper vermieden, so dab 
das py beim Neutralpunkt blieb. Als Kontrollen zur enzymatischen 
Hydrolyse dienten: 1. eine wisserige Lisung des Salzes ohne Ferment 
zusatz sowie 2. eine Taka-phosphatase-lisung von der gleichen Kon. 
zentration wie im Hauptversuch, um eine eventuelle Spaltung des in 
dem Taka-priparat organisch gebundenen Phosphors verfolgen zu 
kénnen. Wahrend eine Selbstzersetzung des o-kresol-pyro-phosphor- 
sauren Kaliums auch nach Wochen nicht stattfand, waren im Ferment- 
versuch nach 18 Tagen 73°,, des organischen Phosphors in minera- 
lischer Form abgespalten. Die Hydrolyse der Substanz wurde durch 
indirekte Bestimmung des noch in organischer Bindung befindlichen 
Phosphors ermittelt, indem je 20 cem der Ansatzlésungen abpipettiert 
und mit je 10 cem ammoniakalischer Magnesiamixtur versetzt wurden. 
Das Magnesiumsalz des unzerlegten Esters bleibt unter diesen Bedin- 
gungen in Lésung, wahrend das abgespaltene anorganische Phosphat 
ausfallt. Die Fliissigkeit wurde nach 2 Stunden filtriert. Der noch in 
Esterform vorhandene P war im Filtrat des Ammonium-magnesium- 


33* 
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phosphat-niederschlags zugegen. Ein aliquoter Teil dieses Filtrats 


(25 cem) wurde nach Verdampfung des Wassers in einer Platinschale 
mit Soda-Salpeter-mischung verascht und der P-Gehalt gravimetrisch 
bestimmt. 
Beschreibung eines Spaltversuches. 
Stammldsung: 2,000 ¢ Salz in 200,0 cem Wasser. 


Lésung I: 


Stammldésung 150 ccm 


Taka-phosphatase 3g 
CaCO, ae 3g 
Toluol 1,5 ceem 
Lésung ITI (Kontrolle 1): 
Stammldésung ee oe 50 cem 
a .< «<i «6 + ow se Sw lg 
Toluol Sie ee ae oe oe 0,5 cem 
Lésung III (Kontrolle 2): 
Wasser a 150 cem 
Taka-phosphatase 3g 
CaCO, 3g 
Toluol 1,5 cem 


20 cem Lésung I entsprechen 0,2 g Salz und 0,1025 g Mg, P,O,. 


Zu jeder Bestimmung wurden 20ccm entnommen und mit 10 ecem 


Magnesiamixtur gefallt; vom Filtrat wurden je 25cem verbrannt und als 
Mg, P,O, zur Wagung gebracht. In 25cem Filtrat sind dann zu Beginn 
des Versuches 01025 g Mg, P,O, 0,854 g Mg,P,O, in organischer 


Bindung zugegen. 
Spaltungsergebnisse. 


Es waren an P in organischer Bindung, als Mg,P,0, bestimmt: 





" I II Il 
g n x 
Nach 0 Tagen ... 0,0870 0,0840 0,0007 
. 2 « os as 0,0575 0,0830 0,0009 
ee mag 0,0407 -- — 
~~ 0,0230 0,0839 0,0003 
73 %o 


Nach 18 Tagen sind also 27°, des Salzes ungespalten bzw. 
fermentativ hydrolysiert, wie aus Spalte I hervorgeht. Spalte II zeigt 
die Unveranderlichkeit des Substrats ohne Taka-zusatz. Spalte III gibt 
iiber das Verhalten des Phosphors in der Takadiastase selbst Auskunft. 


b) Hydrolyse durch tierische Phosphatase. 


Als ein anderes Fermentmaterial fiir den Kresol-ester dienten 
Organsiifte aus Pferdeleber, -Niere und -Muskel'. Das K-salz des 


1 Uber die Bereitung siehe bei C. Newberg und E. Simon in Oppenheimer- 
Pineussen, Methodik der Fermente, 8. 744. 
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o-Kresol-pyro-phosphorsiure-esters wurde in solchen Saften gelést und 
CaCO, wie Toluol hinzugesetzt. Die Versuchsbedingungen waren im 
iibrigen dieselben wie bei der pflanzlichen Phosphatase, was auch fiir 
die Verfolgung der phosphatatischen Hydrolyse gilt. 


Beschreibung eines Spaltversuches. 


Versuchslésungen. 
4 


Lésung I: 


Lebersaft 100 cem 
Ester-Kaliumsalz . 1,0005 g 
CaCO, 2¢ 
Toluol l ecem 
Lésung IT: 
Nierensaft . 100 cem 
Ester-kaliumsalz 1,0000 g 
Caco, 2¢ 
Toluol l ecm 
Lésung III: 
Muskelsaft 100 ccm 
Ester-kaliumsalz 1,0005 g 
CaCO, 2¢g 
Toluol 1 ¢em 
Kontrollen. 
Lésung IV: 
Wasser «te 100 cem 
Ester-kaliumsalz 1,0001 g 
CaCO, 22 
Toluol l eem 
Lésung V: 
Lebersaft 100 cem 
CaCO, 22 
Toluol l ecm 


Lésung VI: 


Nierensaft . 


100 cem 


CaCO, 22 

Toluol l ccm 
Lésung VII: 

Muskelsaft 100 cem 

CaCO, 2¢ 

Toluol l ecm 





Entnommen wurden zur Anfangsbestimmung wie zu den weiteren 
P-Analysen 20 ccm, zu denen 10ccm Magnesia-mixtur gegeben wurden; 
vom klaren Filtrat wurden immer 20 ccm verwendet. 

In je 20cem Versuchslésung (I, II, IIT) sind urspriinglich enthalten 
0,2 g Kaliumsalz des Esters, entsprechend 0,1025 g Mg, P,O, oder 0,0683 g 
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fiir */,, dieser Fliissigkeitsmenge. Der in organischer Bindung gebliebene 
Phosphor wurde im Filtrat des Ammonium-Magnesium-niederschlags nach 
Veraschung ermittelt. 

Spaltungsergebnisse. 


Es waren in organischer Bindung, bestimmt als Mg, P,O,: 





In den Versuchslésungen In den Kontrollen 





I Il Il 
beamennitl . t _ IV Vv VI Vil 
bei Einwirkung von im im im 
—__—_— obne Leber: Nierens Muskel- 
Leber: Nierens Muskel- Ferment saft saft  saft 
saft saft salt 
£ £ £ g 2 g z 
Zu Beginn 0.0754 0.0740 0.0728 | 0,0666 0.0032 | 0,0032 0,0049 
Nach 3 Tagen 0,0080 0.0241 0.0654 — —_ _ aane 
» B -« 0,0068 0.0156 0,0632 , 0,0661 0,0000 00,0000 0,0000 


Die Zahlen in den Spalten I, I, III der Versuchslésungen zeigen 
deutlich den Abfall der organisch gebundenen Phosphorsaure bzw. den 
Anstieg der Spaltung. Aus den Daten der Spalte IV geht die Be- 
standigkeit des Ester-Kaliumsalzes unter den Versuchsbedingungen 
hervor, aus den Daten in den Spalten V, VI und VII ersieht man die 
Zerlegung des Organphosphats, das bei der Anfangsbestimmung den 
Wert des organisch gebundenen Phosphats tiber die Einwage hinaus 
ein wenig erhéhte. 

Es ergibt sich nach 13 Tagen gema® vorstehender Tabelle eine 
Hydrolyse der o-Kresol-pyro-phosphorsaure 
90°,, unter Einwirkung von Leberphosphatase, 
Nierenphosphatase, 
Muskelphosphatase?!. 


von 


44% ;, 


2. Di-m-kresol-pyro-phosphorsaures Kalium. 
Darstellung des Esters. 

Die Phosphorylierung des m-Kresols wurde ebenso wie die des 
o-Kresols ausgefiihrt. Die Eigenschaften des erhaltenen K-Salzes sind 
sehr ahnlich. Aus 90 g m-Kresol konnten 90 g di-m-kresol-pyro-phosphor- 
saures Kalium (roh) erhalten werden, was 50°, der theoretischen 
Ausbeute ausmacht. 


0,2507 g Substanz: 0,1568 g KCI1O,, 


0,2407 g 9 0,1247 g Mg,P,0,. 
C,,H,K,P,0,. Ber.: P = 14,29, K = 18,00%; 
(434,4) gef.: P 14,44, K = 17,65%. 
1 Diese Werte errechnen sich aus dem Vergleich der Spaltungs- 


ergebnisse, die aus den Spalten I, Il und III hervorgehen, mit denen 
der Spalte IV. 




















Wirkungsbereich der Phosphatase. 


Enzymatische Spaltung des Esters. 


Die fermentative Hydrolyse geschah mittels Taka-phosphatase. 
Die Versuchsanordnung war etwa dieselbe wie bei dem o-Kresolsalz, 
nur wurde bei diesem Versuch die Abspaltung des Phosphats aus der 
organischen Form durch direkte kolorimetrische Bestimmung verfolgt 
Aus diesem Grunde unterblieb der Zusatz von CaCQ,, der stérend 
gewirkt hatte. Im iibrigen wurde aus den Ansatzlisungen je 1 ccm 
entnommen, 5ccm 10 °,iger Trichloressigsiure hinzugegeben und im 


Filtrat der P-Gehalt eines aliquoten Teiles bestimmt. 

Zwecks Priifung auf eventuell primar abgespaltenes Pyrophosphat 
wurde zu einem Teile des Hauptversuches eine Luteo-Kobalt-chlorid- 
Léisung gegeben. Es trat jedoch kein Niederschlag auf, wahrend nach 
Zusatz eines Tropfens Natrium-pyro-phosphatlésung von entsprechenden 
Konzentrationen die charakteristische Fillung entstand. Eine An- 
sammlung abgespaltenen Pyrophosphats wire auch aus folgendem 
Grunde unwahrscheinlich. Eine Lésung von Na, P,O;, die wir mit 
Taka-ferment nur 2 Tage im Brutschrank belieBen, zeigte einen der- 
artigen Grad der Umwandlung in Ortho-phosphat (Lohmann), da die 
Méglichkeit einer Anreicherung von Pyrophosphat in den Versuchen 
mit Pyro-phosphat-ester-kalium-salz nicht gegeben; ist. Eine Pyro- 
phosphat-lésung, deren P-Konzentration einer 50°,igen Spaltung des 
Esters entsprach und die zugleich eine Taka-konzentration von gleicher 
Hohe besab, wie der Esteransatz, wurde 2 Tage im Brutschrank auf- 
bewahrt; dabei erzielten wir eine Umwandlung des Pyrophosphats 
in Orthophosphat von 80°... 

Ein Toluol-zusatz ist bei der Esterhydrolyse wegen der stark anti- 
septisehen Wirkung des bald abgespaltenen m-Kresols unnoétig 


Beschreibung eines Spaltversuchs. 
Stammldésung: 


15g m-Kresol-ester-salz in 150 cem Lésung. 


Lésung I. 
100 cem Stammldsung, 
2g Taka-phosphatase. 
Lésung II (Kontrolle 1): 


50 cem Stammldésung. 


Lésung III (Kontrolle 2): 
0,5g Taka-phosphatase, 
25cem Wasser. 
l ccm Lésung I enthalt bei Versuchsbeginn 10 mg Salz oder 1,429 mg P 
in organischer Bindung. Wahrend die Substratlésung (Lésung II) unter 
den Versuchsbedingungen unzersetzt geblieben ist, zeigen Bestimmungen 
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mit Lésung III den Gehalt an anorganischem Phosphat in der Takalésung 
an, der von den fiir Lésung I erhaltenen Werten subtrahiert wurde. 

Abgespalten waren pro Kubikzentimeter Lésung I, enthaltend in 
organischer Bindung 1,429 mg P, 


me ee 8s a we ae, oo we to ee 
—. . =~ eee ee es lO 
a © ee ww «6 


Nach 6 Tagen belief sich die fermentative Hydrolyse demnach 
auf 77%. 

Das enzymatisch abgespaltene m-Kresol wurde nach Destillation 
eines Teiles der Lésung I iiber Calcium-carbonat im Ubergegangenen 
durch Ferrichlorid und durch die Fillungsreaktion mit Bromwasser 
nachgewiesen. 

Deutlich gab sich die Spaitung des Ester-kalium-salzes bereits 
nach kurzer Versuchsdauer durch das Auftreten des charakteristischen 
Kresolgeruches zu erkennen. 


II. Einwirkung von Phosphatase auf Di-a-naphthol-pyro-phosphorsaures 
Kalium. 


Darstellung des Esters. 

Die Darstellung des Esters geschah wie die der Kresol-pyro- 
phosphorsdure. Aus 72g a-Naphthol konnten 63 g di-a-naphthol-pyro- 
phosphorsaures Kalium erhalten werden, etwa 50°, der theoretischen 
Ausbeute. Die Eigenschaften der Substanz ahneln denen der Kresol- 
pyro-phosphorsauren, jedoch fallt auf Zugabe von starken Sauren die 
freie Di-a-naphthol-pyro-phosphorsaure kristallinisch in rechteckigen 
Plattchen aus. Sie ist léslich in Ather und Benzol im Gegensatz zur 
a-Naphthol-ortho-phosphorséure!. Die Di-a-naphthol-pyro-phosphor- 
siure schmilzt bei 78°. Das Di-kalium-Salz kristallisiert in Rhom- 
boedern und zeigt ungefahr dieselben Fallungsreaktionen wie die 
Kresol-pyro-phosphorsauren. 

Das K-Salz wurde im Hochvakuum bei 100° getrocknet. 

0,1154 g¢ Substanz: 0,0509 g Mg,P,0O,, 


0,1544 g . 0,0832 ¢ KCIO,. 
CyH,,K,P,0,. Ber.: P = 12,26%, K = 15,44%; 
(506,4) gef.: P = 12,29%, K = 15,21 %. 


Enzymatische Spaltung des Esters. 

Das Takaferment spaltet auch das a-naphthol-pyro-phosphorsaure 
Kalium. Die Methodik der Ansiatze unterscheidet sich nicht von der fiir die 
m-Kresol-pyro-phosphorsaure. Da sich bei Zufiigung der starken Schwefel- 
siure, welche zur Ammonmolybdat-Lésung bei der P-Bestimmung 


1 Ph. Kunz, B. 27, 2562, 1894. 
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hinzugegeben werden mub, die ungespaltene freie a-Naphthol-pyro-phos- 
phorsaure 6lig ausscheidet, kann in diesem Falle in Anbetracht des ge- 
ringen Eiweibgehaltes der Takadiastase auf die Anwendung von Trichlor- 
essigsiure verzichtet werden. Die durch verdiinnte Schwefelsdure aus- 
gefallte freie Estersiure wird darauf mit Petrolather ausgeschiittelt. 
Ein aliquoter Teil der wasserigen filtrierten Flissigkeit dient dann zur 
P- Bestimmung. 


Beschreibung eines Versuches. 


Stammlésung: 1 ¢ Ester-kalium-salz in 100 cem Lésung. 


Lésung I: 
Stammlésung ..... - « « 480cm 
Taka-phosphatase ......... O,75g 
wes & hd & a e <Oee  o 4 See 


Lésung II (Kontrolle 1): 
a ee ee ee 


ae: ee a ere oe 0,2 


Lésung III (Kontrolle 2): 


pT eee eee ee ee, 
ES ee eee ee ee ee: hl 
Toluol a ee a ae ne 2 ae 2 a ee 0,2 


” 


leem Lésung I enthielt zu Versuchsbeginn 10 mg Salz .23 mg P 
in organischer Bindung. Lésung LI zeigte keinerlei Zersetzungserscheinungen. 
Die kolorimetrische Analyse der Lésung ITT gibt den P-Gehalt des Ferment- 
materials an; er wurde von den Werten fiir die Lésung I abgezogen. 


Spaltungsergebnis. 
Von 1,23 mg P, der bei Versuchsbeginn pro Kubikzentimeter in 
organischer Bindung vorhanden war, wurden abgespalten: 
i ee 
es 


By Sa Se gata a ne 
10 sa ee ee ee ee 


Nach 10 Tagen war demnach die fermentative Hydrolyse bis zu 
42°, vorgeschritten. 

Auch bei diesen Versuchen konnte mit Luteo-Kobalt-chlorid- 
losung kein Pyro-phosphat nachgewiesen werden. 
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